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(54) Title: TEST SYSTEM AND METHOD FOR THE DETECTION OF ANALYTES 
(54) Bezeichnung: TESTSYSTEM UND VERFAHREN ZUM NACHWEIS VON ANALYTEN 

(57) Abstract: The invention relates to analytical test systems and analytical methods, in which molecular switches are used for 
^T} the qualitative and quantitative determination of analytes in a sample, which have a broad application by means of a selection of 
the molecular switch suitable for the analyte. The molecular switch comprises a probe, preferably a nucleic acid or a nucleic acid 
derivative, coupled to a catalytic component, preferably an enzyme. The analyte induces a conformation change in the probe, which 
alters the accessibility for a substrate in the probe to catalytic components and the change in substrate turnover, corresponding to the 
change in catalytic activity, is measured. 

(57) Zusammenfassung: Analytische Testsysteme und Analyseverfahren, bei denen zur qualitativen und quantitativen Bestimmung 
von Analyten in einer Probe molekulare Schalter benutzt werden, sind durch eine an den Analyten angepasste Wahl des molekularen 
Schalters breit einsetzbar. Der molekulare Schalter besteht aus einer Sonde, bevorzugt eine Nukleinsaure oder ein Nukleinsaurederi- 
vat, die an eine katalytische Komponente, bevorzugt ein Enzym, gekoppelt ist. Der Analyt bewirkt eine Konformationsanderung der 
Sonde, wodurch der Zugang zur katalytischen Komponente fiir ein in der Probe befindliches Substrat verandert und die Anderung 
des Substratumsatzes, entspricht der Anderung der katalytischen Aktivitat, gemessen wird. 
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Testsvstem und Verfahren zum Nachweis von Analyten 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein analytisches Testsystem und Verfahren zum 
spezifischen und sensitiven Nachweis von Analyten in einer zu untersuchenden 
Probe. 

Fur den Nachweis und die Quantifizierung von Substanzen stehen zahlreiche ana- 
lytische Verfahren zur Verfugung. Prinzipieli konnen hierbei Verfahren unter- 
schieden werden, die die zu analysierende bzw. nachzuweisende Substanz, den 
Analyten, direkt oder indirekt nachweisen. Bei direkten Verfahren werden charak- 

* * If 

teristische physiko-chemische Eigenschaften des Analyten ausgenutzt, um diesen 
moglichst spezifisch und sensitiv nachzuweisen. Hierbei werden beispielsweise 
chromatographische Verfahren wie die High Performance Liquid Chroma- 
trographie (HPLC) oder die Gaschromatographie (GC) eingesetzt AuBerdem 
werden Techniken aus den Bereichen der Spektrophotometrie, der Resonanz- 
spektroskopie, der Massenspektroskopie, etc. verwendet (Becker, Berger et al. 
1993; Hesse, Meier et al. 1995; Rehm 2002); vgl. Literaturliste am Ende der Be- 
schreibung. 

Prinzipieli werden bei indirekten Nachweisverfahren die Techniken eingesetzt, die 
auch bei direkten analytischen Verfahren Verwendung findeh. Allerdings werden 

hier zusatzliche, spezifische Bindungsvorgange oder chemische Reaktionen aus- 

■ 

genutzt, um Analyten entsprechend ihrer sterischen, chemischen und physikali- 
schen Eigenschaften spezifisch und sensitiv nachzuweisen. Mit Hilfe geeigneter 
Technologien werden die Bindungsvorgange oder die chemischen Reaktionen 
gemessen und. somit Analyten nachgewiesen. 

Der Nachweis von Analyten mittels chemischer Reaktionen wird in der Regel 
durchgefuhrt, um eine Erhohung der Spezifitat und/oder Sensitivitat zu erreichen. 
Hierbei werden im Allgemeinen ausgehend vom Analyten uber selektive Reaktio- 
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nen Produkte generiert, die in der Regei empfindlicher als die Analyten selbst 
nachgewiesen werden konnen. Bei.derartigen Reaktionen werden zur Reaktions- 

■ 

beschleunigung auch Katalysatoren eingesetzt. Aufgrund ihrer Substratspezifitat 

> 

und ihrer hohen katalytischen Effizienz werden insbesondere Enzyme zu diesen 
Zwecken verwendet (Bergmeyer 1965; Bisswanger 1994). * • 

M 

% *" 
* - 

Gegebenenfails wird die ahalytenspezifische Erzeugung von Reaktionsprodukten 
auch ausgenutzt, um die Applikation einer bestimmten Detektionstechnologie zu 
ermoglichen. Beispielsweise kann die Generierung eines chromophoren Reakti- 
onsproduktes mit Absorptionseigenschaften in entsprechenden Wellenlangenbe- 
reichen fur eine einfache und empfindliche spektrophotometrische Detektion von 
Vorteil sein. 

1 . 

Werden bei chemischen bzw. biochemischen Reaktionen Katalysatoren einge- 
setzt, kann die Sensitivitat und gegebenenfails die Spezifitat durch folgende Ver- 
fahren weiter erhoht werden. Zum Einen konnen Katalysatoren, vorzugsweise En- 
zyme, eingesetzt werden, um extrem geringe Konzentrationen eines Analyten se- 
lektiv zu vervielfaltigen. Erst nach oder wahrend der Amplifikation des Analyten 

* • 

wird dieser spezifisch und sensitiv nachgewiesen. Dies ist beispielsweise bei der 
Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction; PGR) der Fall (Saiki, 
Scharf etal. 1985; Mullis 1987). Hierbei werden bestimmte Nukleinsaure-sequen- 
zen in Gegenwart einer Polymerase, entsprechender „Prirner", Nukleosid- 
triphosphate und weiterer Cofaktoren mittels thermischer Zyklen amplifiziert. Zum 
Anderen kann eine Signalamplifikation unter Verwendung entsprechender Kataly- 
satoren durchgefuhrt werden. Dies erfolgt insbesondere durch Enzymreaktibnen, 
die in Gegenwart eines Analyten Substrate umsetzen. Die Spezifitat dieser Ver- 
fahren wird beispielsweise durch immunologische Techniken bzw. Tests erreicht. 

Diese immunologischen Tests, Enzymimmunoassays (ElAs), werden insbeson- 

4 > » 

dere im Life Science Bereich und in. der Diagnostik zur Bestimmung geringster 
Mengen von Analyten in biologischen Proben verwendet. Zu den wichtigsten ElAs 
gehoren der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) und die Enzyme-mul- 
tiplied Immuno-Technique (EMIT). 
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Bei EMIT handelt es sich urn ein homogenes Flussigphasentestsystem, das 
hauptsachlich zur Bestimmung von niedermolekularen Substanzen wie diversen 
Pharmaka, Hormonen oder Metaboliten verwendet wird. Nukleinsauren werden 
mit EMIT nicht nachgewiesen. EMIT ist in der Regel schneller als der ELISA, er- 

4 

reicht allerdings im Allgemeinen auch nicht die Sensitivitat des ELISAs. 

■ 

Der ELISA ist ein heterogener Festphasenassay, der uberwiegend zum Nachweis 
von Makromolekulen wie Antigenen und Antikorpern eihgesetzt wird. Teilweise 

* * * 

werden ELISA-Methoden auch fur den Nachweis von Nukleinsauren verwendet. 
Dies geschieht jedoch in der Regel nur indirekt uber Antigen-markierte Nuklein- 
sauren. In Allgemeinen erfolgt hier zunachst eine teure und zeitaufwendige Ampli- 
fikation der Zielsequenz, beispielsweise uber PGR mittels Antigen-markierter Pri- 
mer. Erst nach einer Hybridisierung des Amplifikationsproduktes an immobiii- 

■ 

sierten homologen Oligonukleotiden und weiterer Bindungsprozesse, kann der 
eigentliche enzymatische Test durchgefuhrt werden. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es somit, ein analytisches Testsystem 
und entsprechendes Verfahren zur Verfugung zu stellen, die insbesondere fur ei- 
ne Vielzahl unterschiedlicher Analyten flexibel einsetzbar und dabei gleichzeitig 
spezifisch und kostengiinstig sind. 

1 

* * 

Die erfindungsgema&en analytischen Testsysteme ermoglichen, die Analyten 
schnell, spezifisch, hochsensitiv und kostengQnstig nachzuweisen. Furwissen- 
schaftliche und diagnostische Zwecke ist diese Erfindung somit sehr hilfreich und 
von grofcem Interesse. 

Neben dem schnellen, spezifischen, hochserisitiven und kostengunstigen Nach- 
weis von Analyten, insbesondere Nukleinsauren, bietet die Erfindung zudem die 
Moglichkeit, ein entsprechendes analytisches System sehr flexibel zu gestalten. 
Erfindungsgemali konnen sowohl niedermolekulare als auch hochmolekulare Ana 
lyten bestimmt werden. Zudem kann das beschriebene System auf eine Vielzahl 
katalytischer Systeme zuruckgreifen und nicht nur homogen, sondern auch hete- 
rogen betriebeh werden. 



WO 2005/073403 



PCT/EP2005/000906 



Neue moiekulare Schaltersysteme bilden die Grundlage fur diese neuen analyti- 
: schien Systeme. Basis der molekularen Schaltersysteme ist die Kombination einer 
katalytischen Komponente mit einer Komponente, die als Sonde fungiert. Hierbei 
wird mindestens eine katalytische Komponente mit mindestens einer Sonde in 
einer Art und Weise kombiniert, so dass unter ausgewahlten Bedingungen, in Ge- 
genwart eihes bestimmten Analyten, die katalytische Aktivitat des molekularen 
Schaitersystems beeinflusst und damit verandert wird. Die Veranderung der kata- 
lytischen Aktivitat kann sich hierbei sowohl auf das Ausmaft der katalytischen Ak- 
tivitat, als auch auf deren Spezifitat beziehen. Die Detektion der veranderten ka- 
talytischen Aktivitat kann somit zum spezifischen und sensitiven Nachweis eines 
Analyten eingesetzt werden. 

Die katalytische Komponente zeichnet sich dadurch aus, dass sie ein oder meh- 
rere Substrate in ein oder mehrere Produkte umwandelt oder an diesem Prozess 
beteiligt ist. Zum einen bedeutet dies, dass die katalytische Komponente selbst als 
Katalysator arbeitet und somit in der Lage ist, die Geschwindigkeit einer Reaktion 

• ♦ 

zu beschleunigen. Da die Hin- und Ruckreaktion gleichermalien beschleunigt 
werden, verandert der Katalysator die Lage des Gleichgewichtes nicht (Becker, 
Berger et al. 1993; Bisswanger 1994). Zum anderen kann die katalytische Kompo- 
nente an einem katalytischen Prozess beteiligt sein, ohne dass diese direkte ka- 
talytische Eigenschaften besitzen muss. 

* ■ 

« 

ErfindungsgemaR kann als katalytische Komponente jedweder Katalysator einge- 
setzt werden. Als katalytische Komponenten kommen sowohl anorganische als 
auch organische Verbindungen mit katalytischer Aktivitat in Frage. Insbesondere 
kommen anorganische und organische Verbindungen in Frage, die als Sauren 
und/oder Basen fungieren. Vorzugsweise werden Lewis-Sauren bzw. Lewis- 
Basen eingesetzt. Des Weiteren sind insbesondere anorganische und organische 
katalytisch aktive Verbindungen einzusetzen, die an der Obertragung von Elektro- 
nen beteiligt sind und damit Redoxreaktionen unterstiitzen. 

* 

» 

* 

Beispielsweise konnen organische Verbindungen wie saure bzw. basische 
und/oder elektronenubertragende, d.h. redoxaktive Aromaten, Heteroaromaten, 
organische Komplexe, Proteine, insbesondere Enzyme, aber auch katalytisch ak- 

-4- 
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tive Antikorper oder Nukleinsauren mit katalytischer Aktivitat und deren Derivate 
verwendet werden. 

Bei den anorganischen Verbindungen konnen beispielsweise Metalle, Legierun- 
gen, Metalloxide, Obergangsmetallkomplexe und Elektrodensysteme. eingesetzt 
werden. Metalle wie zum Beispiel Eisen, Kobalt, Nickel, Palladium, Platin, Kupfer, 
Silber, etc. uri'd deren Legierungen, Salze, Oxide, Sulfide, metallorganische Ver- 
bindungen und Obergangsmetallkomplexe fungieren im Allgemeinen als katalyti- 
sche Lewis-Sauren bzw. Lewis-Basen und/oder Elektronenubertrager und konnen 
demnach erfindungsgemafc als katalytische Komponente Oder deren Bestandteil 
eingesetzt werden (Becker, Berger et al. 1993). 

< 

Die Wahl des optimalen anorganischen Katalysators hangt von der zu katalysie- 
renden Reaktion ab. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform konnen beispiels- 
weise die Obergangsmetallkomplexe Kaliumhexacyanoferrat II Oder III bei der Ka- 
talyse von Redoxreaktionen, beispielsweise bei der Umsetzung von redoxaktiven 
Substanzen wie Phenazinmethosulfat (PMS), Benzochinon, etc. vorzugsweise 
jedoch beispielsweise ein Tetrazoliumsalz bzw. das entsprechende Formazan, 
eingesetzt werden. Hier konnen beispielsweise Tetrazoliumsalze wie Nitroblau- 

• * 

Tetrazolium, insbesondere lodonitrotetrazoliumchlorid verwendet werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden anorganische. Verbin- 
dungen, insbesondere Metalle, Legierungen und Metalloxide als Eiektroden ein- 
gesetzt, die als Bestandteil der katalytischen Korhponenten oder als katalytische 
Komponente selbst eingesetzt werden. Hierbei k6nnen prinzipiell alle leitfahigen 
Materialien Verwendung finden. Beispielsweise ist neben dem Einsatz von Metal- 
len, Legierungen und Metalloxiden auch der Einsatz von leitfahigen Kunststoffen 
oder Keramiken und anderen Verbundwerkstoffen mQglich. Bei der Verwendung 
von Eiektroden, die an ein elektrisches Potential angeschlossen sirid, handelt es 
sich nicht unbedingt urn einen Katalysator im engeren Sinne. Die Eiektroden wer- 
den hier lediglich zum Transfer von Ladungstragern, Elektronen, eingesetzt, die 
beispielsweise ein Redoxsystem, insbesondere ein „Redoxcycling" unterstutzen. 

4 

Auch hier hangt die Wahl der optimalen Elektrode von der zu katalysierenden Re- 
aktion ab. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind insbesondere Metalle wie 
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Silber, Gold und Platin einzusetzen. Insbesondere Platin ist aufgrund seiner Stabi- 
lity vorzuziehen. Silber und Gold sind insbesondere dann einzusetzen, wenn 
Kopplungsreaktionen mit der Elektrode durchgefuhrt werden sollen. Hierbei ist 
vorzugsweise Gold zu verwenden (Hintsche 1999). 

■ * 

4' 

Werden organische Verbindungen als Katalysatoren eingesetzt, konnen bei- 
spielsweise katalytisch aktive Nukleinsauren oder deren Derivate als katalytische 
Komponente oder als Bestandteil der katalytischen Komponente verwendet wer- 
den. Hierbei konnen Ribonukleinsauren, Desoxyribonukleinsauren und Nuklein- 
saurederivate eingesetzt werden. Beispielsweise konnen Nukleinsauren mit Zu- 
ckerderivaten, insbesondere die der Familie der Pentopyranosyl-(2'-4')-Oligo- 

* 

nukleptide zum Einsatz kommen (Beier, Reck et al. 1999). Hierbei ist es auch . 
denkbar, Ribosen zu verwenden deren 2'-Sauerstoffatom mit dem 4'-Kohlenstoff- 
atom uber eine Methylenbrucke verknupft ist (..Locked Nucleic Acids") (Kurreck, 
Wyszko et al. 2002). Veranderungen des Ruckgrats der katalytischen Nuklein- 
saure miissen sich nicht nur auf die verwendeten Zucker beziehen, sondern auch 
auf die Verkniipfung der Zucker untereinander. Es ist naturlich ebenfalls denkbar, 
das Zuckerphosphatgerust komplett durch andere Komponenten zu ersetzen.. 
Dies ist zum Beispiel bei den ..Peptide Nucleic Acids" (Nielsen and Egholm 1999) 
der Fall. Neben der Verwendung von Nukleinsauren mit derivatisiertem Ruckgrat . 
konnen auch Nukleinsauren mit ungewohnlichen Basen wie Desaminoadenosin, 
Inosin, etc. oder biotinylierte sowie digoxigenierte Basen und andere Derivate ein- 
gesetzt werden. 

Abgesehen von Nukleinsauren kommen auch katalytisch aktive Proteine, wie ka- 
talytisch aktive Antikorper und Enzyme, als Bestandteil der oder als katalytische 
Komponenten in Betracht. Prinzipiell konnen Enzyme aller Enzym-klassen (Oxido- 
reduktasen, Transferasen, Hydrolasen, Lyasen, Isomerasen und Ligasen) ver- 
wendet werden (Bergmeyer 1965). Dies bezieht sich auch auf die enzymatische 
Aktivitat katalytisch aktiver Antikorper oder Nukleinsauren. 

Da sich Oxidoreduktasen fur die enzymatische Analyse im Allgemeinen gut eig- 
nen, sind diese fur die erfindungsgema&e Anwendung von besonderem Interesse. 
Beispielsweise konnen Peroxidasen wie die Katalasen, etc. insbesondere jedoch 

■ 

-6- 
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die Meerrettich-peroxidasen und die NADH-Peroxidasen verwendet werden. Au- . 
IJerdem konnen Oxidasen wie die Cholesterin-Oxidasen, Sulfit-Oxidasen, etc. ins- 

« 

besondere jedoch die Xanthin-Oxidasen, die Ascorbinsaure-Oxidasen, die Gluko- 
se-Oxidasen, die Glutamat-Oxidasen, die Monoamin-Oxidasen A und B, die Se- 
micarbazid-sensitive Amin-Oxidasen, die Cholin-Oxidasen und die Galaktose- 
Oxidasen eingesetzt werden. Reduktasen wie die Glutathion-Reduktasen' konnen 
ebenfalls zurff Einsatz kommen. Hier seien insbesondere auch redoxaktive Prote- 
ine wie Thioredoxin, Glutaredoxin, etc. zu nennen. Insbesondere die Oxidoreduk- 
tase Luciferase kann von Interesse sein. Weitere interessante Oxidoreduktasen 
sind beispielsweise Dehydrogenasen wie die Formiatdehydrogenasen, Glutamat- 
dehydrogenasen, Laktatdehydrogenasen, Alkoholdeyhdrogenasen, Sorbitde- 
hydrogenasen, Malatdehydrogenasen, Malatenzyme, Isocitrat-Dehydrogenasen, 
Galactose-Dehydrogenasen, Glukose-6-Phosphat-Deyhdrogenasen, 6-Phos- 
phogluconat-Dehydrogenasen, Dihydroliponamid-Dehydrogenasen und ins- 

* 

besondere die Diaphorasen ebenfalls geeignet. Enzyme wie Diaphorasen mit ho- 
her Stabilitat gegeniiber denaturierenden Bedingungen wie hohen Temperaturen 
sind von besonderem Interesse (Vitzthum, Bisswanger et.al. 2000). 

♦ 

Bei den Diaphorasen ist die Diaphorase aus Clostridium kluyveri wiederum be- 
sonders geeignet, da es sich hier um ein Monomer handelt Monomere haben den 
Vorteil, dass Konjugate in der Regef leichter hergestellt werden konnen und weni- 
ger Nebenprodukte entstehen. 

• • • 

Ebenfalls Von besonderem Interesse konnen Enzyme wie die Diaphorase aus 
Scyliorhinus canicula sein (Vitzthum, Bisswanger et al. 2000). Bei hohen Tempe- 
raturen, z.B. den Denaturierungs- und ggf. Hybridisierungsbedingungen der Son- 

" • * 

den und Anaiyten, ist das Enzym zwar inaktiv aber nicht irreversibel denaturiert. 
Wird die Temperatur reduziert, wird das Enzym wieder aktiv. Dies hat Vorteile, 
wenn die Substrate schon zu Beginn des Prozesses yorhanden sind, da die Reak- 
tion erst beim Absenken der Temperatur auf einen bestimmten Wert signifikant in 

„ • 

Gang kommt. Eine gewisse Grundaktivitat wahrend der Denaturierungs- und 
Hybridisierungsbedingungen kann somit reduziert werden. Dies wirkt sich positiv 

* * > * 

auf die Spezifitat und Sensitivitat des Systems aus. 
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Bei den Transferasen konnen beispielweise Enzyme wie die Phosphotransacer 
tylasen, Glucokinasen, Acetatkinasen, Giuconatkinasen, Glycerokinasen, Pyruvat- 
Kinasen, die Glutamat-Oxalacetat-Transaminasen (GOT), die Glutamat-Pyruvat- 
Transarriinasen (GPT), etc., insbesondere jedoch die Hexokinasen verwendet 

■ * 

werden. Enzyme wie Hexokinasen bieten den Vorteil, dass groftere strukturelle 

Veranderungen beim Umsatz der Substrate erfoigen, so dass der Einfluss von 

• »-* • 

Analyten auf die Aktivitat eines moiekularen Schalters mit entsprechenden Enzy- 
men unerwartet graft sein kann. Bei den Hexokinasen basiert die strukturelle Ver- 
anderung auf einem sogenannten „induced-fit". 

* m • 

Bei den Hydrolasen konnen beispielsweise Enzyme, wie die Ureasen (Uricase), 
Amylasen (Amyloglucosidasen), Lactasen, ft-Fructosidasen (Invertasen, Saccha- 
rasen), Maltasen, B-Galaktosidasen, Maltosephosphorylase, Pyrophosphatase, 
Muramidasen (Lysozyme), Neuramidasen (Sialidasen), PNGaseF, Endoglycosi- 
dase (Endo-alpha-N-acetylgalactosamidase) D, Endoglycosidase F, Endoglycosi- 
dase H, Acetylcholinestorasen, Collagenasen, Gelatinasen, Sphingomyelinase, 
etc. eingesetzt werden. Ebenfalls von Interesse sind Lipasen, insbesondere 
Phospholipasen (Phospholipasen C und D, sowie Phosphatidylcholin-spezifische 
Phopholipase C). Auch Phosphatasen, insbesondere jedoch die alkatischen und 
die sauren Phosphatasen sowie die Serin/Threonin Phosphatasen (PP2A, PP1 , 
PP-2B, etc.) und die Tyrosin Phosphatasen (CD-45, PTP-1B, LAR, etc.) konnen 
eingesetzt werden. Insbesondere seien hier die prostatische saure Phosphatase 
und die Proteinphosphatase 1 zu nennen. Des Weitern konnen Proteasen wie Me- 
talloproteasen, Serinproteasen, Saure Proteasen und Cysteinproteasen ver- 
wendet werden. Hier sind insbesondere Thermolysin, Chymotrypsine, Trypsine, 

■ 

Proteinase K, Caspasen, Elastasen, Papaine, Pepsine, und Cathepsine einsetz- 
bar. 

» 

« 

Bei den Lyasen konnen beispielsweise die Citratlyasen bzw. Citratsynthasen und 
die Oxalat-Decarboxylase, etc. verwendet werden. 

* 

Bei den Isomerasen konnen zum Beispiel die Phosphoglucose-lsomerasen und 
die Mutarotasen (Aldolase 1-Epimerasen), etc. eingesetzt werden. 



WO 2005/073403 PCT/EP2005/000906 

Beispiele fur relevante Ligasen sind Acetyl-CoA-Synthetasen, NAD-Synthasen, 
Glutamat-Cystein-Ligasen, Homoglutathion-Synthasen, etc. 

» * 

* 

Neben den Enzymen konnen aiich niedermolekulare organische Verbindungen, 
insbesondere redoxaktive Substanzen beispielsweise Aromaten oder Heteroaro- 
maten wie Benochinon, Phenazinmethosulfat (PMS), 2,6 Dichlorphenolindo- 
phenol (DCPIP), Methyl viologen, Flavinmononukleotid (FMN), Flavin-Adenin- 
Dinukleotid, Lipdnsaure, Ascorbinsaure, Tocopherole, Resorufin, Resazurin, 
Porphyrine, Hamverbindungen, Biliverdin, Bilirubin als Katalysatoren eingesetzt 
werdenAls Sonden werden bevorzugt Nukleinsauren wie Ribonukleinsauren und 
Desoxyribonukleinsauren und deren Derivate wie z.B. ..Peptide Nucleic Acids" 
oder ..Locked Nucleic Acids" eingesetzt. Neben dem Einsatz von Nukleinsauren 
mit derivatisiertem Ruckgrat, konnen natQrlich auch hier Nukleinsauren mit unge- 
wohnlichen Basen (siehe oben) eingesetzt werden. Vorzugsweise handelt es sich 
bei den Nukleinsauresonden um Oligonukleotide. Die Sonden liegen prinzipiell in 
zwei Formen vor, in einer hybridisierten und einer nicht-hybridisierten Form. Bei 
der hybridisierten Form kann es sich beispielsweise um eine der Doppelhelix- 
strukturen, aber auch um eine Tripelhelix oder um eine quadruplexe Struktur han- 
deln (Rosu, Gabelica et al. 2002). Die hybrid isierte Struktur basiert entweder auf 
der intermolekularen Hybridisierung zweier nicht kovalent miteinander verbun- 
dener homologer Nukleinsaureeinzelstrange oder auf der intramolekularen Hybri- 
disierung eines einzigen Nukleinsaurestranges aufgrund intramolekularer homolo- 
ger Bereiche, die die Bildung einer Sekundarstruktur erlauben. 

* * 

* 

In einer weiteren Ausfuhrungsform umfasst oder beinhaltet die Nukleinsauresonde 
eine oder mehrere Kopplungsgruppen und oder Bindungskomponenten, d.h. ein 
Partner aus einem Bindungspartnersystem. Diese Strukturen konnen durch Kon- 

* • * 

jugation iiber jedwede Komponente der Nukleinsaure, d.h. Base, Ruckgrat, Zucker 
-oder Phosphatgruppe, eingefuhrt werden. Sie konnen im Bereich des 3'- oder 5'- 
Endes aber auch im mittleren Bereich der Sonde integriert werden. 

* * 

Prinzipiell sind hier Kopplungskomponenten von Bindungskomponenten bzw. Bin- 
dungspartnersystemen zu unterscheiden. Kopplungskomponenten dienen zur 
Kombination verschiedener Komponenten und ftihren zu einer permanenten, nicht 
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kovalenten oder kovalenten Verbindung, d.h. zur Konjugation, Kombination oder 
Verbindung verschiedener Komponenten. Kopplungskomponenten liefern eine 
stabile Konjugation von Komponenten, zumindest unter den Versuchs- bzw. Pro- 
zessbedingungen. Genauer, das Gleichgewicht von freien und gebundenen Kopp- 
lungskomponenten verschiebt sich innerhalb der Versuchs- bzw. Prozessbe- 
dingungen kaum und ist von den Versuchs- bzw. Prozessbedingungen nur sehr 
geringfugig abhangig. Bei extremen Bedingungen, die fur die DurchfQhrung von 
Versuchen mit diesem Testsystem meist nicht relevant sind, wie zum Beispiel sehr 
hohen oder niedrigen pH-Werten, sehr hohen oder sehr niedrigen Ibnenstarken,- 
sehr hohen Temperaturen, miissen die Bindungen dieser Kopplungskomponenten 
nicht mehr unbedingt stabil sein. 

* 

Bindungspartnersysteme verfugen hingegen unter den bevoreugten Versuchs- 
bzw. Prozessbedingungen uber eine hohere Bindungsreversibilitat. Das heifit eine 
bestehende Bindung kann in Gegenwart eines Analyten und/oder bei der Ande- 
rung von Parametern wie Temperatur und/oder Losungsmittelzusammensetzung 
getrennt werden oder eine nicht vorhandene Bindung wird ermoglicht. Genauer, 
das Gleichgewicht von freien und gebundenen Bindungspartnern verschiebt sich 
innerhalb der Versuchs- bzw. Prozessbedingungen und ist von diesen abhangig. 
Sie sind damit fur die reversible Bindung von Sonden-Komponenten, katalytischen 
Komponenten und Analyten geeignet. Diese Bindungspartnersysteme konnen 
insbesondere dann eingesetzt werden, wenn neben Nukleinsauren auch andere 
Analyten nachzuweisen sind. 

■ 

• * 

Bei den Bindungspartnern kann es sich um Makromolekule oder bestimmte Do- 
manen von Makromolekulen handeln, die eine Affinitat gegenuber bestimmten 
Liganden aufweisen. Beispielsweise kbnnen Rezeptoren, Enzyme, Antikorper o- 
der deren Bindungsdomanen, Affibodies® sowie Aptamere, Aptamerstrukturen 

■ * 

bzw. Aptamersequenzen und insbesondere Photoaptamere (Smith, Collins et al. 

» 

2003), eingesetzt werden. . 

* 

. Photoaptamere, prinzipiell aber auch jedwede andere Sonde, die mit mindestens 
einer photoreaktiven Gruppe ausgestattet ist, bieten beispielsweise den Vorteil, 
dass der nicht kovalent gebundene Analyt durch eine Photoreaktion kovalent mit 
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der Sonde verbunden wird. Dies erlaubt insbesondere bei heterogenen Testsys- 
teme ein stringentes Waschen, so dass unspezifische Bindungen reduziert wer- 
den. Dies fuhrt letzten Endes zu einer hoheren Sensitivitat. 

* 

• * 

Hierbei ist es insbesondere von Vorteil, wenn der molekulare Schalter an einer 
Festphase; beispielsweise an Partikeln, insbesondere magnetische Partikel, oder 
an der OberflSche eines Reaktionsgefafies wie einer Mikrotiterplatte, gebunden 
ist. Die Trennung der Festphase von der flussigen Phase erlaubt die DurchfQhrung 
effizienter Waschschritte. 

Neben Affibodies® konnen auch andere Antikorper-ahnliche MolekQIe und deren 
Derivate wie ..Designed Repeat Proteins" (Forrer, Stumpp et al. 2003) und Antikor- 
per-ahnliche ..Protein Scaffolds" wie ..Anticaline" bzw. ..Duocaiine" (Skerra 2000; 
Skerra 2001) eingesetzt werden. ..Designed Repeat Proteins" bzw. ..Protein Scaf- 
fold" konnen beispielsweise aus Ankyrinen oder „Leucin-rich Repeats" hergestellt 
werden. ..Anticaline" bzw. ..Duocaline" sind entsprechend veranderte Lipocaline. 
Es ist ebenfalls denkbar, dass Liganden wie Antigene, Substrate, Cosubstrate, 
Inhibitoren, prosthetische Gruppen, etc. als affine Strukturelemente in die Sonde 
eingebracht werden. Die jeweiligeri Strukturelemente bzw. Komponenten der 
Sonden werden entsprechend miteinander konjugiert. 

Die Bindungskomponenten bzw. Bindungspartner sind an der Bindung eines Ana- 
lyten beteiligt. Im Gegensatz hierzu dienen die Kdpplungskomponenten zur stabi- 
len Verbindung der verschiedenen Komponenten eines molekularen Schalters. 
Die durch die Kopplungskomponenten hergestellte Verbindung, d.h. chemische 
Bindung bzw. Konjugation, kann sowohl kovalent als auch nicht-kovalent sein. 
Erfindungsgemafc konnen hierbei samtliche Moglichkeiten kovalenter und nicht- 

* • * 

kovalenter Bindungen eingesetzt werden. 

Als kovalente Bindungen kommen unter anderem Bindungen Qber Methylene, 
Methine, Ether, Thioether, Carbonsaureester, Amide, Amine, Schiffsche Basen 
bzw. Azomethine, Enamine usw. in Betracht. Vorzugsweise werden Verbindungen 

• ■ 

aufgebaut, die Ober die gangigen Kopplungsreaktionen einfach, schnell und kos- 
tengunstig erhalten werden (Becker, Berger et al. 1993). Hierbei konnen reaktive 
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Gruppen der Komponenten direkt miteinander oder uber Kopplungskomponenten, 
Vernetzer, gegebenenfalls auch uber Bindungspartner wie Avidin und Biotin, ge- 
koppelt werden. Vernetzer mit entsprechenden funktionellen Gruppen wie Aide- 
hyde, Imidate, insbesondere Imidoester, Carbonsaureanhydride, Carbodiimide, 
Succinimidester, insbesondere N-Hydroxysuccinimidester, Maleimide, Haloace- 
tyle, Pyridyldisulfide, Hydrazide, Isocyanate, Glyoxale, etc. oder photoaktivierbare 
funktionelle Gruppen wie Arylazide konnen hierzu eingesetzt werden. Sowohl ho- 
mofunktionelle Vernetzer wie Glutardialdehyd und Dimethylsuberimidat als auch 
heterofunktionelle Vernetzer, die verschiedene funktionelle Gruppen besitzen, 
konnen Verwendung finden (Pierce Katalog) (Becker, Berger et al. 1 993; Rehm 
2002). Weitere chemische Modifikationen der kovalenten Bindung zwischen der 
katalytischen Komponente und der Sonden^Komponente sind ebenfalls denkbar. 

* • 

Bindungen uber Schiffsche Basen konnen zum Beispiel zu stabileren Aminen re- 
duziert werden (Becker, Berger et al. 1993). 

Die nicht-kovalenten Bindungen konnen auf Van der Waals Kraften, auf hydro- 
phoben und ionischen Wechselwirkungen sowie auf Wasserstoff-Brucken und 

■ 

koordinativen Bindungen beruhen. Erfindungsgemali konnen daberz.B. Metall- 
chelatkomplexe wie Nickel-Histidin-Chelate und andere verwendet werden. Au- 
(lerdem kann auch die nicht-kovalente Bindung von Liganden an Makromolekulen, 
wie die von Biotin an Avidin oder Streptavidin sowie die von. Digoxigenin. an ent- 
sprechenden Antikprpern, eingesetzt werden. Des Weiteren ist es denkbar, die 

• * * 

Sonde mit einem Enzymsubstrat bzw. Enzymcosubstrat, einem Cofaktor oder ei- 

• « 
■ » « 

ner prosthetischen Gruppe zu versehen und diese hierdurch an ein Enzym zu bin- 
den, das als katalytische Komponente fungiert. 

■ • 

■ 

• * 

Daneben ist auch der Einsatz von Wechselwirkungen ausschlieftlich niedermole- 
kularer Substanzen denkbar. Hierbei sei beispielsweise auf die Komplexierung 
verschiedener Substanzen, vorzugsweise Salicylhydroxamsaure durch 1 ,2-Phe- 
nyldiboronsaure verwiesien (Stolowitz, Li et al. 2002). 

* 

a 

Des Weiteren konnen zur Kopplung von Sonde und katalytischer Komponente 
auch biotechnologisch veranderte Proteine bzw. Enzyme verwendet werden. Hier 
kommen Fusionskonstrukte entsprechender Expressionssysteme beispielsweise 
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mit „Tags" wie Protein Kinase A, Thioredoxin, Cellulose Binding Domain, His, Dsb, 
Glutathione-S-Transferase, NusA, etc. in Frage. Aufcerdem konnen auch durch 
gerichtete (Molecular Modelling) Oder zufallige Mutagenese veranderte Proteine 
verwendet werden. Durch Mutagenese veranderte Proteine haben hierbei den 

Vorteil, dass funktionelle Gruppen an bestimmten Stellen eingefuhrt werden kon- 

. - 

nen, so dass eine optimale Verknupfung der Komponenten moglich ist. Im Gegen- 
satz zu in vivo Translationssystemen sind hier gegebenenfalls.vorzugsweise zell- 
freie in vitro Translationssysteme einzusetzten, da hier an bestimmten Stellen un- 
naturliche Aminosaureh eingefuhrt werden konnen, die ganz spezifische Kopp- 
iungsreaktionen ermoglichen. 

* ■■ 

* ■ .* 

Im Folgenden wird das erfindungsgemalie analytische Verfahren naher beschrie- 
ben: . 

* ■ * 

Mittels entsprechender Verfahren werden die neuen molekularen Schalterfur ana- 
lytische Zwecke einsetzbar. Bei den Verfahren wird mindestens ein molekularer 
Schalter mit einer zu analysierenden Probe in Verbindung gebracht. Durch ge- 
eignete Wahl der Versuchbedingungen, wie Temperatur und/oder die Zusammen- 
setzung des Losungsmittels bindet ein Analyt (die nachzuweisende Substanz), der 
gegebenenfalls in der Probe vorhanden ist, spezifisch an die Sonden-Komponente 
des molekularen Schalters. Dieser Bindungsvorgang verandert die Konformation 
der Sonde und damit auch die Struktur und katalytische Aktivitat der katalytischen 
Komponente sbwie letzten Endes des molekularen Schalters. Da die entschei- 
denden Konformationsanderungen der Sonde auf dem Hybridisierungszustand 
der Nukleinsaurekomponenten basieren, sind entsprechende Temperatur- und 

* 

Losungsmittelparameter zu wahlen, um optimale HybridisierungsvorgSnge zu er- 
moglichen. 

Prinzipiell sind mindestens drei verschiedene Szenarien denkbar. Eristens, bei 
gleichbleibender Zusammensetzung des Mediums bzw. des Losungsmittels und 
der Temperatur kann die Gegenwart des Analyten zu dessen Bindung an der 
Sonde fuhren. Zweitens, bei gleichbleibender Zusammensetzung des Mediums 
bzw. des Losungsmittels kann mindestens eine Temperaturveranderung die Sta- 
bilitat und/oder Konformation der Sonde andern, so dass ein Analyt an der Sonde 
gebunden werden kann. Drittens, bei gleichbleibender Temperatur kann mindes- 
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tens eine Anderung der Zusammensetzung des Mediums bzw. des Losungsmit- 
teis die Stabilitat und/oder Konformation der Sonde so andern, dass ein Analyt an 
der Sonde gebunden werden. kann. Prinzipiell ist es moglich die Szenarien zu 
kombinieren. Das Ergebnis der Szenarien ist die Bindung des Analyten an die 
Sonde und damit eine Konformationsanderung der Sonde, so dass eine messbare 
Anderung tier Aktivitat des molekularen Schalters auftritt. Bei der Verwendung von 
Temperaturanderungen ist es beispielsweise moglich, Ober eine kontinuierliche 
oder schrittweise Erhohung der Temperatur miteinander hybridisierte Sondenbe- 
reiche aufeuschmelzen. Umgekehrt kann durch kontinuierliche oder schrittweise 
Erniedrigung der Temperatur eine Reassoziation homologer Sondenbereiche er- 
folgen. Dabei verandert die Gegenwart eines Analyten den Schmelzvorgang aber 
auch insbesondere die Reassoziation homologer Sondenbereiche, was letzten 
Endes zur Aktivitatsanderung des molekularen Schalters und zur Detektion des 

m 

Analyten fuhrt. 

* 

# 

■ 

Die Temperaturabhangigkeit des Aufschmelzen und der Reassoziation homologer 
Sondenbereiche ist wiederum abhangig vom Losungsmittel, insbesondere vom 
Vorhandenseins bestimmter Salze und organischer Komponenten sowie deren 
Konzentrationen, der Zusammensetzung der Sonde, insbesondere der Nuklein- 
saurebasenzusammensetzung und der Lange der homolgen Bereiche. Unter kine- 
tischen Aspekten muss aulierdem die Konzentration der Sonden und damit der 
molekularen Schalter sowie gegebenenfalls der vorhandenen Analyten beriick- 
sichtigt werden. Da kinetische Aspekte ebenfalls eine Rolle bei Hybridisierungs- 
vorgangen spielen, kann durch entsprechende Wahl von Inkubationszeiten eben- 
falls Einfluss auf den Prozess genommen werden. 

* 

> 

Kinetische Aspekte sind bei den Hybridisierungsvorgangen auch vor allem des- 
halb entscheidend, weil das Aufschmelzen einer doppelstrangigen Nukleinsaure 
nach einer Reaktion 1. Ordnung erfolgt, die Assoziation oder Reassoziation hin- 
gegen durch eine Reaktion 2, Ordnung beschrieben wird (Smith, Britten et al. 
1975; Galau, Britten et al. 1977; Torsvik, Goksoyr et al. 1990; Torsvik, Daae et al. 
1998). Somit erfolgt das Aufschmelzen einer Doppelstrang-Sonde beispielsweise 
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nach 

• * 

* 

* 

d[Einzelstrang-Sonde]/c# = /Ci [Doppelstrang-Sonde] (1) 

nur in Abhangigkeit der Konzentration der intramolekularen Doppelstrang-Sonde 

V 

und der Geschwindigkeitskonstanten 1. Ordnung 

r - . 

Im Gegensatz hierzu erfolgt die Assoziation einer nicht hybridisierten Sonde mit 
einer einzelstrangigen Nukleinsaure, dem Ahalyt, zum Sonde/Analyt-Komplex 
(Sonde x Analyt) nach 

■ * 

d[Sonde x Analytj/c/f = k 2 [Einzelstrang-Sbnde] [Einzelstra'ng-Analyt] (2). 

* ■ i * « , • 

Sowohl die Konzentration der Einzelstrang-Sonde wie auch die Konzentration des 
Einzelstrang-Analyten haben einen Einfluss auf die zeitabhangige Generierung 
bzw. Konzentration von Sonde/Analyt-Komplexen. 

Die Geschwindigkeitskonstanten mussen empirisch ermittelt werden und sind von 
den Reaktionsbedingungeri wie der Temperatur, dem Lbsungsmittel, etc. abhan- 
gig. Da die Aktivitat des molekularen Schalters von der Konzentration des Son- 
de/Analyt-Komplexes, die Zeitabhangigkeit der Bildung dieses Komplexes und 
ggf. das Erreichen eines Gleichgewichtes jedoch von zahlreichen Parametern wie 
der Temperatur, dem Lbsungsmittel, der Konzentration der Sonde, der Konzentra- 
tion des Analyten, etc. abhangig sind, kann keine allgemein gultige Verfahrensan- 
weisung gegeben werden. Diese ist vom jeweiligen System abhangig, Es wird e- 
ben aber auch deutlich, dass iiber die Inkubationszeit der Prozess bzw. die je- 
weiligen Teilprozesse beeinflusst bzw. gesteuert werden konnen. 

• * 

« 

Neben der kontinuierlichen Erhohung bzw. Erniedrigung der Prozesstemperatur 
wird die Temperaturveranderung beim Analysevorgang vorzugsweise in diskreten 
Schritten vorgertommen. Beispielsweise wird von einer bestimmten Anfangstem- 
peratur ausgehend .die Temperatur mbglichst rasch erhbht, so dass die entspre- 
chenden Sondenbereiche und gegebenenfalls auch die Analyten in der „aufge- 
schmolzenen" also der Einzelstrang-Konformation vorliegen. In einem weiteren 
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Schritt wird dann die Temperatur moglichst schnell auf eine Hybridisierungtempe- 
ratur reduziert. Hierbei erfolgt die Assoziation bzw. Reassoziation homologer Be- 
reiche. Gegebenenfails kann bei dieser Temperatur auch die Aktivitatsbestim- 
mung der katalytischen Komponente stattfinden. Es ist auch denkbar die Tempe- 
ratur zur Aktivitatsbestimmung nochmals zu erniedrigen oder zu erhohen. Hierbei 
muss die Temperatur ailerdings unter dem Bereich der Temperatur des Auf- 
schmelzprozesses liegen. 

Prinzipiell kann der Prozess des Aufschmelzens und der Reassoziation auch 
durch die Veranderung des Losungsmittels gesteuert bzw. die thermischen Pro- 
zessschritte hierdurch unterstutzt werden. Beispielsweise kann durch die Zugabe 
bestimmter Mengen mindestens eines organischen Losungsmittels, einer Saure 
oder einer Base sowie eines Hilfstoffes, die Schmelztemperatur verandert, bei- 
spielsweise erniedrigt, werden.. Durch entsprechendes Verdunnen mit Wasser 
kann die Schmelztemperatur wieder erhoht werden. Ahnlich kann die Anderung 
der lonenstarke, beispielsweise durch Verdunnen mit Wasser oder durch die Zu- 
gabe von Salzen, ausgenutzt werden. Hierbei fuhrt die Erhohung der lonenstarke 
uberwiegend zu einer Erhohung der Schmelztemperatur. 

Vor, wahrend und nach Hybridisierungsvorgangen konnen demnach verschiedene 
Temperaturen und/oder Losungsmittelzusammensetzungeh eingestellt werden, 
um entsprechende Strukturversinderungen auszulosen und/oder, um eine ent- 
sprechende katalytische Aktivitat zu erhalten. Bevorzugt besteht das Losungsmit- 
tel hierbei aus Wasser und/oder organischen LQsungsmitteln und kann aufierdem 
als weitere Komponenten Puffer, Salze, Substrate, Cosubstrate, Cofaktoren, Inhi- 
bitoren der katalytischen Komponente, zusatzliche Katalysatoren, insbesondere 
Enzyme, und Hilfsstoffe beinhalten. In einer besonderen Ausfuhrungsform ist e- 
benfalls vorgesehen, zugleich verschiedene Substrate unterschiedlicher Gr6R>e 
und/oder Affinitat einzusetzen. Dies kann sich auch auf die Cosubstrate, Cofakto- 

* ■ 

ren und Inhibitoren beziehen. Die jeweiligen Komponenten konnen alle schon zu 
Beginn des Prozesses im Losungsmittel vorliegen oder sukzessive bei diskreten 
Prozessschritten zugegeben werden. 
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Bei Systemen, die zunachst katalytisch aktiv sind und durch die Anwesenheit ei- 

nes Analyten inaktiv werden bzw. ihre Spezifitat andern, kann es von Vorteil sein, 

die eigentliche Reaktion nach Beendigung der Hybridisierungsvorgange zu star- 

• " .. - ■ 

ten. Dies kann durch die Zugabe mindestens eines noch fehlenden Reaktanten 

erfolgen. Hierbei kann es sich beispielsweise urn ein Substrat, Cosubstrat oder 

Cofaktor handeln. 

« - 

# • • 

Als organische Losungsmittel kommen beispielsweise Aceton, Methanol, Ethanol, 
Isopropanol, Acetonitril, etc. und insbesondere Dimethylsulfoxid sowie Formamid 
in Frage. Es konnen die ublichen Puffer in verschiedenen Konzentrationen und 
auch Kombinationen verwendet werden, urn den pH-Wert in einem bestimmten 
Bereich stabil zu halteri. Beispiele hierfur sind Citrat-, Phosphat-, vorzugsweise 
jedoch TFis(hydroxymethyl)aminomethanl6sungen. 

Neben den Puffersubstanzen beeinflussen naturlich auch Salze, der Salztyp und 
die Salzkonzentration, das System. Alkali- und Erdalkalisalze wie zum Beispiel 
Natriumchlorid und Magnesiumchlorid werden bevorzugt bei den Hybridisierungs- 

* * 

reaktionen eingesetzt. Der Einsatz von moderaten Konzentrationen an Chaotro- 
pen wie Guanidiniumsalze (Guanidiniumchlorid, Guanidiniumhydrochlorid, Guani- 
diniumthiocyanat, Guanidiniumisothiocyanat, Guanidiniumdodecylsufat, etc.) oder 
Harnstoff ist ebenfalls denkbar. Gegebenenfalls sind die Salze auch notwendig urn 
eine Katalyse zu ermoglichen. Magnesiumsalze oder andere bivalente Kationen 
sind unter Umstanden fur den enzymatischen Umsatz von Substraten notwendig. 
Letztere, sowie deren Cosubstrate und Cofaktoren konnen naturlich auch im L6- 
sungsmittel enthalten sein. 

* 

* • * ■ 

■ 

Neben den Substraten, Cosubstraten und Cofaktoren der eigentlichen katalyti- 
schen Komponente des molekularen Schalters, konnen derartige Substanzen 

* • * 

auch fur weitere Katalysatoren vorhanden sein. Zusatzliche Katalysatoren, insbe- 

■ 

sondere Enzyme, konnen bei der Durchfuhrung von gekoppelten Tests, beispiels- 
weise durch ein Redoxcycling eingesetzt werden (Bergmeyer 1965; Bisswanger 
1994). 
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Hilfsstoffe wie redoxaktive Substanzen, beispielsweise Dithiothreitol, Glutathioh, 

Thioctsaure und fi-Mercaptoethanol konnen ebenfalls eingesetzt werden, urn die 

Komponenten oder Reaktionsablaufe zu stabilisieren. Der Zusatz von Proteinen 

wie Albuminen, beispielsweise Rinderserumalbumin, kann einzelne Prozess- 

schritte ebenfalls vorteilhaft beeinflusseni Ectoine (Rehm 2002), die die Strukur 

von Proteinen insbesondere gegentiber Hitze stabilisieren, konnen ebenso ein- 

gesetzt werden, um die Denaturierung von Proteinen bei hoheren Prozesstempe- 

» * 
raturen zu verhindern bzw. zu reduzieren. 

Hilfsstoffe konnen aberauch Verbindungen sein, die in besonderer Weise mit den 
Nukleinsauren der Sondenkomponente des Schalters Wechselwirkungen Lmd da- 

» 

mit einen Einfluss auf die Struktur und das Hybridisierungsverhalten der Sonde 
bzw. des Analyten haben. Beispiele hierfur sind Cyaninfarbstoffe, Phenanthridine, 
Acridine, Indole, Imidazole, Actinomycine, Hydroxystilbamidine (Haugland 2002) 
aber auch Ornithine und Spermidine. - 

« 

* 

Die oben aufgefuhrten Einflusse auf die Konformation der Sonde und die Bindung 
des Analyten sind komplex. Daher mussen die optimalen Bedingungen fur den 
jeweiligen Einzelfall bestimmt werden. Eine nahere Beschreibung der oben auf- 
gefuhrten Einflusse und der damit einhergehenden Verfahrensanpassungen ins- 
besondere bezuglich des Losungsmittels und der Temperatur ist im Folgenden 
ausgefuhrt. 

< » 

Bei Hybridisierurigsvorgangen von Nukleinsauren und deren Derivaten handelt es 

* . 

sich i.d.R. um einen reversiblen Prozess, der von verschiedenen Faktoren beein- 

* 

flusst wird. Unter anderem ist dies der prozentuale Gehalt der Basen Guanin und 
Cytosin (%GC), die Lange der Nukleinsaure (n), die Konzentration monovalenter 

* ■ 

Kationen wie Natrium und Agenzien, die einen Einfluss auf die Stabilitat des Nuk- 
leinsaureeinzelstranges bzw. des Nukleinsauredoppelstranges wie Formamid, 

■ * 

DMSO, etc. haben. Miteinander stehen diese Faktoren nach einer empirisch fur 

i 

DNA ermitteiten Formel in Zusammenhang (Meinkoth and Wahl 1984). Mittels die- 
ser Formel iasst sich die Schmelztemperatur (T m ) eines Doppelstranges berech- 
nen: 
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T m = 81 ,5 °C + 0,41 (% GC) + 16,6 log [Na + ] - 500/n - 0,61 (% Formamid) (3). . 
In Anlehnung an (1) kann die auf Howly et al. (Howley, Israel et al. 1979) zuruck- 

- r • - 

- 

gehende Formel ebenfalls berucksichtig werden. Hier wird der Mismatch-Anteil 

* ■ 

ebenfalls berucksichtigt: 

1 s 

T m = 81 ,5 °C + 0,41 (% GC) + 1 6,6 log [M+] - 500/n -0,61 (% F) -1,2 D (4), 

mit %GC = Prozentualer Anteil an G/C-Paaren, [M + ] = Konzentration an monoya- 
lenten Kationen, n = Anzahl der Nucleotide, %F = Prozentualer Anteil von Forma- 

* * 

mid im Puffer . 

D = Prozentualer Mismatch-Anteil. 

■ 

* - 

* 

In der praktischen Anwendung im Laufe der letzten Jahre hat sich allerdings ge- 

" » » 

zeigt, dass die nach diesen Formeln berechnete Schmelztemperatur nicht als ab- 
solut anzusehen ist, sondern nur einen geeigneten Anhaltspunkt liefert. Vermutlich 
verhalten sich DNA-Doppelstrange in situ nicht so wie in Losung (Leitch and Hes- 
lop-Harrison 1994). Nach Britten und Kohne (Britten and Kohne 1968) lasst sich 
aus der mit (3) errechneten Schmelztemperatur die optimale Hybrid isierungs- 

■ 

temperatur bzw. Prozesstemperatur wie folgt berechnen: 

• ■ 

T h = T m - 25 °C (5). 

Des Weiteren kann insbesondere bei verhaltnismaUig kurzen Oligonucleotideh wie 
Primern die Wallace-Regel herangezogen werden: 

9 , I 

* » 

T m = 2 °C x (A + T) + 4 °C x (C + G) (6) 

• * 

Hier wird deutlich, dass der T m -Wert von Lange und Sequenz des Oligonucleotids 
abhangt. Diese Regel wurde allerdings insbesondere fur Hybridisierungen an 
membrangebundenen Oligonucleotiden erstellt und legt eine Salzkonzentration 
von 1 M zu Grunde. Fur Losungsexperimente sollten zu der errechneten Tempe- 
ratur 8 Grad Celsius hinzu addiert werden. 
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Aufterdem steht das Nearest-Neighbor-Verfahren zur Verfugung. Es berucksich- 
tigt bei der Berechnung der T m -Werte auch die sequenzabhangigen Stacking- 
effekte und basiert auf den thermodynamischen Daten benachbarter Nucleotid- 
paare. Dieses Verfahren liefert fur Oligonucleotide mittlerer Lange (20 - 60 Basen) 

* - * 

verlassliche Werte: 

S li ■-- 

T m = [(1000 x'dH) /(A + dS + R x In (C/4))] - 273.15 + 16,6 x log c(K+) (5), 

- ' - ■ 

mit dH = Summe der Enthalpien der Paare, dS = Summe der Entropien der Paare, 
A = -10.8 cal, Entropie der Helixbildung, R = 1.984 cal/grad x mol, Gaskonstante, 
C = Oligonucleotidkonzentration (250 pmol/l), c(K+) = Konzentration der Kalium- 
ionen in der Oligolosung (50 mmol/l). 

■ 

* « 

* * 
* ' 

Zusammenfassend kann der Einfluss der Temperatur und des Losungsmittels bei- 
spielsweise auch durch 

T m = 81 ,5 + 0,41 (%GC) + 1 6,6 log c(M+) + x log c(M ++ ) + n log c(M n ) - 500/n - 
0,61 (%F) - d (% Hilfsstoff) -1 ,2 D (2), 

• - 

in Anlehnung an (1) und (2) beschrieben werden. Hierbei sind noch die Einflusse 
weiterer lonen (M ++ ; M n ) mit verschiedenen Wertigkeiten berucksichtigt Aufierdem 
sind noch Hilfsstoffe wie oben beschrieben, das heilit weitere organische L6- 
sungsmittel und andere Additive berucksichtigt. Gegebenenfalls konnen die Ein- 
flusse verschiedener lonen, beispielsweise uber die lonenstarke, auch in einem 
■ 

Term zusammengefasst werden. Entsprechend kann mit Formamid und anderen 
Additiven verfahren werden. 

» 

■ 

lm Folgenden wird die Detektion des Analyten mit Hilfe des erfindungsgemaften 
Analysesystems naher beschrieben: 

> * • 

Das Ausmali der katalytischen Aktivitat und Spezifitat (bzw. deren Anderu.ng) der 
molekularen Schalter ist mittels verschiedener Detektionsverfahren meftbar, so 

► ■ 

« 

dass die Gegenwart (qualitativ) und die Konzentration (quantitativ) eines Analyten 

r 

bestimmt werden kann. Das auf dem molekularen Schalter basierende analytische 
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Testsystem kann flexibel eingesetzt werden. Im Grundeermoglicht der molekuiare 
Schalter die Registrierung eines Bindungsereignisses. Die Art der Registrierung ist 
hierbei davon abhangig, welche Art von Reaktion stattfindet 

■ 

Da energetische Anderungen bei annahernd alien beschriebenen Vorgangen auf- 

.3-- .- • . 

treten, beispielsweise bei Enzymreaktionen, kann prinzipiell die Calorimetrie bzw. 

Micorcalorimetrie unter Verwendung von Calorimetern mit den hierfur vorgesehe- 
nen Reaktionsgef alien eingesetzt werden. Andern sich spektraie Eigenschaften 
der L6sung, beispielsweise durch Beteiligung von lumineszierenden, insbeson- 
dere fluoreszierenden, und absorbierenden Verbindungen, im Besonderen bei 
enzymkatalysierten Reaktipnen, konnen optische Messuhgen durchgefuhrt wer- 
den. Optische Messungen beinhalten hier Luminometrie, Fluorimetrie, Photome- 
trie, Polarimetrie, Polarometrie, etc. unter Verwendung der entsprechenden Ge- 

-t * 

rate und ReaktionsgefaBe. Prinzipiell kann auch visuell detektiert werden, d.h. 
zum Beispiel beim Einsatz von Teststreifen, einfachen Kuvetten oder Mikrotitra- 
tjonsplatten, etc. Radiometrische Verfahren sind ebenfalls denkbar, wenn bei Re- 
aktionen Radionukleotide eingesetzt werden. Daruber hinaus konnen auch Ver- 
fahren wie die Manometrie eingesetzt werden, die Druckunterschiede registrieren. 
Dies ist dann von Interesse, wenn osmotische Prozesse ablaufen, aber auch 
wenn die Bildung oder der Verbrauch von Gasen, beispielsweise beim Einsatz von 
Decarboxylases erfolgt. Bei elektrochemischen Prozessen unter Verwendung von 
Elektroden sind amperometrische Verfahren und entsprechende Apparaturen, wie 
sie beispielsweise bei der Polarographie verwendet werden, einzusetzen. Dies 
schiefit auch die Bestimmung von Potentialdifferenzen, Stromen, Impedanzen, 
etc. und deren Anderung mit ein. 

* 

i 

In Abhangigkeit der durchgefuhrten Reaktion urid des damit verbundenen Detekti- 
onsverfahrens sowie Analysators sind entsprechende ReaktionsgefalJe wie Kuvet- 
tensysteme, Mikrotiterplatten, Filterstreifen, aber auch ..Arrays", ..Chips", ..beads", 
etc. einzusetzen. ' 

« * 

Bei den spektrophotometrischen Verfahren konnen sowohl Absorptionsmessun- 

- • ♦ 

gen als auch luminometrische Messungen eingesetzt werden. Absorptionsmes- 

m 

sungen umfassen beispielsweise den Nachweis von Chromophoren und die Be- 
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stimmung von Trubungen. Letzteres kann auch mittels Streu- oder Reflektions- 

lichtmessungen erfolgen. Bei luminometrischen Messungen stehen beispielsweise 

- 

Fluoreszenz-, Phosphoreszenz-, Chemolumineszenz- und Biolumineszenzmes- 
suhgen zur Verfugung. 

* 

- 

* * a - 

J " ' " 

Elektrische Messverfahren konnen erfindungsgemaft bei bestimmten Redoxpro- 
zessen eingesetzt werden. Die Bestimmung des Stromflusses, der Spannung oder 
auch des Widerstandes, gegebenenfalls auch des frequenzabhangigen Wider- 
standes (Impedanz), bieten sich gleichermaden an. 

* 

* ■ > 

Generell sind sowohl kinetische Messungen als auch Endpunktsbestimmungen 
denkbar. Bei spektrophotometrischen Messungen konnen jeweils in Abhangigkeit 

■ * * * 

des verwerideten Systems einzelne Wellenlangen als auch Spektren aufgezeich- 
net werden. 

■ * ' ■ ♦ 

Von besonderem Interesse konnen Detektionssysteme sein, die gekoppelte Tests 
verwenden. Die Reaktion der katalytischen Komponente kann mit einer weiteren 
gekoppelt werden, urn die Detektion zu erleichtern und gegebenenfalls die Sensi- 
tivitat zu erhohen. Insbesondere das Redoxcycling kann hier interessant sein. BBi« 
spielsweise kann die pyridindinukleotidabhangige Reaktion einer katalytischen 
Komponente durch die Regeneration des entsprechenden Pyridindinukleotids mit 
Hilfe eines ausgewahlten Enzyms, einer Dehydrogenase (Formiat-Dehydroge- 
nase, Diaphorase, etc.), unterstutzt werden. Gegebenenfalls kann auch das zu- 

* - * 

satzlich eingefuhrte Enzym die efgentliche Nachweisreaktion katalysieren. Es ist 
ebenfalls denkbar weitere Enzyme in- diesen Prozess zu integrieren. 

Werden Elektroden als katalytische Komponente oder Teil der katalytischen Kom- 

• ... 

ponente des molekularen Schalters oder zusatzliche Komponenten im System 
integriert kann auch ein elektrisch unterstutztes Redoxcycling ausgenutzt werden, 
das gegebenenfalls auch zur elektrischen Detektion verwendet werden kann. Bei- 

■ ■ 

spielsweise kann p-Aminophenolgalaktose (als Analyt) durch fc-Galaktosidase (als 
katalytische Komponente) gespalten werden und das entstandene p-Aminophenol 

0 

kann dann uber eine Anode zum Quinonimin oxidiert werden. Die Reduktion des 
Quinonimin an einer Kathode liefert wiederum p-Aminophenol, so dass uber meh- 

• • ■ * 
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rere Zyklen eine empfindliche elektrische Detektion erfolgen kann. Aufterdem 
kann die elektrochemische Detektion beispielsweise uber den Wasserstoffperoxid- 
abhangigen Umsatz von Hydrochinon in Benzochinon mittels einer Peroxidase 
(Meerrettichperoxidase) erfolgen. Unter Verbrauch.von Protonen wird Hydrochi- 

non an einer Kathode aus Benzochinon regeneriert. 

.> • 

■ > . - 

Im Folgenderi werden die Grundlagen fur die Anderung der katalytischen Aktivitat 
beschrieben: 

. ■ ■ . . . ... , 

Eine mogliche Grundlage fur die Anderung der katalytischen Aktivitat ist in Abbil- 
dung 1 dargestellt Die katalytische Komponente bzw. der Zugang zur katalyti- 
schen Komponente (1) ist fur den Umsatz eines Substrates (S) entscheidend; Der 
Zugang des Substrates zum Katalysator wird durch die G^ometrie und GroBe des 
Substrates selbst aber auch durch die Geometrie und GroBe der katalytischen 
Komponente und der Sonde bestimmt Zudem ist die relative Position der katalyti- 
schen Komponente zu bestimmten Bereichen der Sonde (2) entscheidend. 

i 

Unter der Annahme der in Abbildung 1 angegebenen relativen Abmessungen so- 
wie Geometrien upd unter der Annahme, dass keine Van der Waals und elektro- 
statischen Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Komponenten auftreten, 
konnen die in Abbildung 2 und 3 dargestellten lokalen Abhangigkeiten der katalyti- 
schen Aktivitat abgeleitet werden. Sowohl die Sonde als auch der Zugang zur ka- 
talytischen Komponente werden hierbei vereinfachend als Kreisflachen mit glei- 
chen Radien defiriiert. Dem Substrat wird hierbei eine Kugelgeometrie zuge- 
schrieben. Befindet sich die Sonde in x* und y* Position wird dem Substrat der 
Zugang zur katalytische Komponente fruhestens bei einem Grenzabstand (zg) 

moglich, der zumindest dem Durchmesser des kugelformigen Substrates (ds) ent- 

* *- 
sprechen muss. Da bei kurzen Abstanden zwischen Sonde und Zugang zur kata- 

lytischen Komponente noch mit einer signifikanten Diffusionslimitierung 

(Bisswanger 1994) durch die Sonde zu rechnen ist, steigt die katalytische Aktivitat 

erst allmahlich an, um sich dann einem Maximum anzunahern (Abb. 2). 

» 

Dies gilt naturlich nur, wenn sich die Sonde in x* und y* Position befindet. Die Ab- 
hangigkeit des Systems von den Raumkoordianten x oder y wird deutlich, wenn z 
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im Grenzfall gleich Null gesetzt wird und die Sonde direkt uber dem Zugang de- 
ckungsgleich zu liegen kommt. Wird die Sonde bei konstanterx* Position in y 
Richtung verschoben bzw. vice versa, ergibt sich entsprechend den Gegebenhei- 

* • 

ten und Annahmen aus Abbildung 2 die Abhangigkeit, die in Abbiidung 3 darge- 
stellt ist. 

» 

Letzten Endes resultiert die katalytische Aktivitat aus der Wahrscheinlichkeit, mit 
der ein Substrat Zugang zum Katalysator bzw. katalytischen Zentrum hat und da- 

* 

mit aus der Gberlagerung der Einflusse aller Raumkoordinaten, der katalytischen 
Komponenten, der Sonde und des Substrats selbst. Auch wenn elektrostatische 
und Van der Waalsche Wechselwirkung in dieser Betrachtung vernachlassigt wur- 

„ .. > .... ,_ „ , * 

den, wirken sich diese dennoch aus. Der Verlauf der Abhangigkeiten sollte hier- 
durch jedoch nicht wesentlich beeinflusst werden. , 

* 

Da nun durch die Variation der raumlichen Gegebenheiten in relativ engen Berei- 
chen drastische Aktivitatsunterschiede erzielt werden konnen, eignet sich der Ein- 
satz des erfindungsgemafien molekularen Schalters hervorragend, urn einen Ana- 
lyten nachzuweisen. Die Bindung eines Analyten an die Sonde andert die Position 
der relevanten Bereiche der Sonde gegenuber der katalytischen Komponente und 
damit auch die Aktivitat des gesamten Systems derail: signifikant, dass ein spezifi- 
scher und sensitiver Nachweis von Analyten moglich wird. 

* 

Bei denen im Folgenden dargestellten Ausfuhrungsbeispielen besteht der moleku- 
lare Schalter (3) i.d.R. aus einer Sonde (4), die mit der katalytischen Komponente 
(5) direkt oder mittels einer Kopplungskomponente (6) konjugiert ist. Der Zugang 
zum Katalysator (1) wird durch die Struktur bzw. Oberflache (9) der katalytischen 
Komponente (5) begrenzt. Bei dieser Struktur kann es sich um eihen Trager, eine 
Membran bzw. um eine Matrix handelri, mit denen der molekulare Schalter ver- 
bunden bzw. an die er fixiert sein kann (immobilisierter molekularer Schalter). 

■ 

* 

Trager konnen beispielsweise Glaser, Topase, Pblymere, Kunststoffe, Keramiken 
und andere Verbundwerkstoffe sein, die mit Poren versehen sind, welche den Zu- 
gang zum eigentlichen Katalysator ermoglichen. Es ist ebenfalls denkbar, dass 
diese Trager beschichtet sind, beispielsweise mit Membranen oder Matrices, um 
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entsprechende Porenstrukturen zu erzeugen und/oder urn gegebenenfalls die 
Kopplung einer Sondenkomponente zu ermpglichen. In diesem Zusammenhang 
sei auf photolithographische Verfahren oder Aztechniken verwiesen. ■ 

t 

Es ist aufcerdem denkbar, dass start eines Zuganges zu einem Katalysator, der / 

> ■ ' 
Katalysator selbst in diese Position gebracht wird. Dies ist zum Beispiel bei der 

• f' - 

Verwendung von Metallkatalysatoren oder Elektroden als katalytische Kompo- 

■ 

nente denkbar. Hierbei kommen beispielsweise Oberflachen in Frage, bei denen 
der Trager diskrete metallische Bereiche aufweist. 

* 

Die dargestellte Struktur bzw. Oberflache (9) kann natQrlich z.B. auch die Oberfla- 

» 1 * 

che eines Enzyms sein, welche den Zugang zum katalytischen Zentrum oder einer 

* ■ 

Bindungsstelle fur einen allosterischen Liganden umgibt Genefell kann diese . : 

• • * 

• y ■ ■ * I 

Struktur (9) jedweder Matrix entsprechen, die den Sondenbereich vom Katalysa- 
torbereich des Schalters trennt bzw. den Zugang zum Katalysator oder dem kata- 
lytisch aktiven Zentrum umgibt. In diesem Fall ist der molekulare Schalter in der 
Regel nicht immobilisiert bzw. befindet sich in der mobilen Phase des Reaktion- 
gemisches. 

Der Analyt befindet sich bevorzugt in der flussigen bzw. mobilen Phase des Reak- 

■ 

tions- oder Testgemisches. 

Ausfiihrungsbeispiel fur nicht-hybridisierte Einzelstrang-Sonden : 

• * 

■ 

Beim AusfQhrungsbeispiel mit einer zunachst nicht hybridisierten Einzelstrang- 
Sonde (Abbildung 4) besteht der molekulare Schalter (3) aus einer Einzelstrang- 
Sonde (4), die mit der katalytischen Komponente (5) direkt oder gegebenenfalls 
mittels einer Kopplungskomponente (6).verbunden sein kann. Der Aufbau des mo- 
lekularen Schalters mit einer Einzelstrang-Sonde ermoglicht unter entsprechenden 
Hybridisierungsbedingungen die Bindung eines Analyten (A1 ), beispielsweise ein- 
zelstrangige RNA oder DNA, an die Sonden-Komponente (4). Hybridisiert ein Ana- 
lyt (A1 ), wird der Zugang zum katalytischen Zentrum (1 ) eingeschrankt. Damit 
sinkt die katalytische Aktivitat des Systems was zum Nachweis des Analyten ver- 
wendet wird. Sollen mit diesem System doppelstrangige Nukleinsauren wie dop- 

-25- 



WO 2005/073403 



PCT/EP2005/000906 



pestrangige DNA nachgewiesen werden, muss zunachst deren Denaturierung 
erfolgen. AnschlieRend erfolgt die Hybridisierung des homologen Stranges mit der 

Sonden-Komponente (Nukleinsaure). 

- 

Das System mit einer zunachst nicht hybridisierten Einzelstrang-Sonde eignet sich 
auch fur deh Nachweis von Punktmutationen ( „Single Nucleotide Polymorphisms" 
(SNPs)) (Abbildung 5). Unter entsprechenden Hybridisierungsbedingungen kommt 
es lediglich zur Hybridisierung des homologen Stranges (1 0T) des Analyten 
(10AT) mit der entsprechenden homologen Sonde (4) des molekularen Schalters 

(3) . Die Bindung eines Stranges des Analyten (1 1CG) ist hingegen nicht moglich, 

so dass der SNP AT/CG in dem aufgefuhrten Beispiel nachgewiesen werden ; 

■ 

kann. A, T, C, G sind analog den gangigen Basenbezeichnungen bei Nukleinsau- 
ren gewahlt. 

Ausfuhrungsbeispiele fur Sonden, die zunachst in hybridisierter Form vorliegen. 

Zunachst werden Sonden mit intermolekularen Sekundarstrukturen beschrieben: 

Bei Systemen mit hybridisierter, doppelstrangiger Sonde (Abbildung 6) besteht der 
molekulare Schalter (3) aus einer Sonde (4), die mit der katalytischen Komponen- 
te (5) direkt oder gegebenenfalls mittels einer Kopplungskomponente (6) verbun- 
den sein.kann. Hierbei ist nur eine bestimmte (Teil-) Komponente (7) der Sonde 

(4) mit.der katalytischen Komponente (5) konjugiert. Eine gebundene homologe 
(Teil-) Komponente (8) der Sonde (4) schrankt den Zugang (1) zum Katalysator 
ein: 

Vorzugsweise ist die Sonde (4) dabei so zu wahlen, dass die Bindung der Son- 
denkomponente (8) mit dem Analyten (A1) stabiler ist, als die Bindung der Son- 
denkomponenten (7) und (8) untereinander. Dies kann dadurch erzielt werden, 
dass der Hybrid aus der Sondenkomponente (8) und dem Analyten (A1) mehr 
homologe Basenpaare umfasst, als der Hybrid der beiden Sondenkomponenten 
(7) und (8). Damit ist die Stabilitat bzw. Schmelztemperatur des Hybrids zwischen 

i- 

der Sondenkomponente (8) und dem Analyten (A1) hoher als die der Sonde (4). 

■ 
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Zunachst werden durch eine entsprechend Erhohung der Temperatur und/oder 
anderweitige Anderung der Versuchsbedingungen (VB1), beispielsweise der Salz- 
konzentration, die Sondenkomponenten (7) und (8) voneiriander getrennt. Eine 
weitere Anderung der Versuchbedingungen (VB2), beispielsweise die Erniedri- 
gung der Temperatur, fuhrt dann zunachst zur Assoziation der Sondenkompo- 
nente (8) mit dem Analyten (A1 ) bevor eine Reassoziation der Sondenkompo- 

4 " ■ • 

nenten (7) unci (8) erfolgen kann, da die Assoziationsstabilitat bzw. die Schmelz- 
temperatur qder Reassoziationstemperatur des Hybrids der Sondenkomponente 
(8) mit dem Analyten (A1) hoher als die der Sonde (4), d.h. der Sondenkompo- 
nenten (7) und (8) untereinander ist. Die Spezifitat und Sensitivitat eines solchen 
Systems liegt uber der eines Systems, bei dem die Schmelztemperaturen ver- 

■ -.a 

gleichbar sind. 

* 

Werden doppelstrangige Nukleinsauren, wie doppelstrangige DNA, nachgewie- 
sen, ist der Aspekt einer hoheren Stabilitat des Hybrids der Sondenkomponente 
(8) mit dem Analyten (A1 ) gegenuber der Stabilitat der Sonde (4) unter Umstan- 
den entscheidend. 

* 

4 

Hierdurch wird die Assoziation des dem Analyten homologen Stranges mit der 
Sondenkomponente (7) reduziert oder verhindert. Eine derartige Assoziation wur- 
de uberwiegend in einem Austausch der Hybridisierungspartner munden, und da- 

mit keinen effektiven Nachweis des Analyten ermoglichen, da so keine Konfor- 

■ 

mationsanderung der Sonde und damit keine Anderung der katalytischen Aktivitat 
der katalytischen Komponente stattfinden wurde. 

■ * 

Statt unterschiedlich langer Sondenkomponenten (7) und (8) ist es ebenfalls 
denkbar, gleich lange zu verwenden, die jedoch mindestens einen „Mismatch" 
aufweisen (Abfbildung 7). Das heilit, dass innerhalb der homologen Bereiche an 

* 

mindestens einer Stelle keine Basenpaarung stattfindet. Dieser ^Mismatch" sollte 
vorzugsweise im mittleren Bereich der Sonde (4) liegen. Dieser ..Mismatch" desta- 

* - 

bilisiert somit die Sonde (4) gegenuber dem entsprechenden Bereich der Analyten 

• « * 

(12). Der „Mismatch" der Sonden ist hierbei so zu wahlen, dass bei entsprechen- 
den Versuchsbedingungen, die Sondenkomponente (8) mit den nachzuweisen- 
den, homologen Strangen 12 c hybrjdisiert, der Strang 12 G aber nicht mit der Son- 
denkomponente (7) hybridisiert. Dies kann beispielsweise durch die Wahl geeig- 

• > ♦ 
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neter Rehybridisierungstemperaturen erfolgen. Zwar werden beim Rehybridisie- 
rungsprozess die Sondenkomponente (8) und der Strang 12 G urn eine Bindung an 
den Analytenstrangen 12 c konkurrieren, aber dieser Kompetitionsprozess liefert 

• * 

entsprechende Verhaltnisse von molekularen Schaltem unterschiedlicher Aktivitat, 
was dann bestimmt werden kann. Zudem ist die Reassoziationsgeschwindigkeit 
kurzer Soridenkomponenten 8 an die Anaiytenstrange 1.2 C hoher als die Reasso- 
ziationsgescHwindigkeit der Anaiytenstrange 12g mit den Analytenstrangen 12c- 
Damit werden sich uberwiegend Hybride aus Sondenkomponente (8) und Strang 
12cbilden. . 

Sonden mit jntramolekularer Sekundarstruktur: 

Des Weiteren kann der Einsatz der in Abbildung 8 dargestellten Sondenstruktur 
hilfreich sein, storende Hybridisierungsvorgange zu vermeiden. Hierbei besteht die 
Sonde (4) lediglich aus einer an der katalytischen Komponente (5) gebundenen 

* • 

Sondenkomponente, die uber einen intramolekular hybridisierten Bereich verfugt. 

* 

In Gegenwart eines Analyten (13) wird.die entsprechende homologe Struktur (14) 
mit der Sonde hybridisieren und hierbei die intramolekulare Hybridisierung der 
Sonde aufgelost. Eine storende Hybridisierung durch den Strang (15) des Analy- 
ten mit der Sonde (4) kann somit ausgeschlossen werden. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform (Abbildung 9) wird die Sonde (4) mit intra- 
molekularer Sekundarstruktur (z.B. eine Nukleinsaure) sowohl am 5 s als auch am 
3* Ende mit der katalytischen Komponente (5) direkt oder gegebenenfalls uber 
Kopplungskomponenten (6) konjugiert. Im intramolekular hybridisierten, geschlos- 
senen Zustand ist derZugang zum Katalysator (1) durch die Sonde einge- 
schrankt. Der mit dem Analyten intermolekular hybridisierte, offene Zustand der 
Sonde hingegen bietet einem Substrat einen besseren Zugang (1) zum Kataly- 

* 

sator(5). 

Handelt es sich bei den katalytischen Komponenten (5) um Enzyme (E) (Abbil- 
dung 10 und 11) konnen neben dem Einfluss auf den Zugang zum katalytischen 
Zentrum (1) weitere Effekte wie Konformationsanderungen (KA) an der katalyti- 
schen Komponente selbst auftreten, die dann wiederum zu einer Anderung der 
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katalytischen Aktivitat fuhren. Das Enzym (5) liegt somit in mindestens zwei unter- 
schiedlich kataiytisch aktiven Formen, E1 und E2, vor. Die in den Abbildungen 10 
und 1 1 gewahlten Ausfuhrungsformen der Sonden konnen natiirlich auch durch 
andere erfindungsgemafte Ausfuhrungsformen ersetzt werden. 

» 

Diese Konforrnationsanderungen (KA) an der katalytischen Komponente des mo- 

* * 

lekularen Schalters konnen insbesdndere bei Enzymkomplexen auftreten, die aus 
mehreren Untereinheiten aufgebaut sind. In Abbildung 1 1 ist beispielhaft der Ein- 
fluss auf ein Homodimer einer Diaphorase dargestellt, dessen katalytische Aktivi- 
tat von der Interaktion der Untereinheiten (U1 und U2) bestimmt wird, so dass hier 

* • 

ebenfalls mindestens zwei kataiytisch unterschiedlich aktive Formen, E1 und E2, 

* 

vorliegen konnen. 

■ • « 

In einer besonderen Ausfuhrungsform (Abbildung 1 1 B) kommt es hierbei zur voll- 
standigen Trennung der Untereinheiten (U1 und U2) des Enzyms, was sich natur- 
gemaB besonders dramatisch auf die enzymatische Aktivitat auswirkt und somit 

* * ■ 

fur den Nachweis eines Analyten von besonderem Interesse sein kann. Auch in 

diesem Fall kann die dargestellte Ausfuhrungsform der Sonde durch andere er- 

« 

findungsgemalie Ausfuhrungsformen ersetzt werden. 

Im Folgenden werden beispielhaft mogliche zusatzliche Bestandteile der Sonden- 

♦ 

Komponente beschrieben. 

♦ 

■ 

• * 

* 

a) Affine Strukturelemente (vgl. Abbildung 12): 

* 

Werden affine Strukturelemente 16 wie Antikorper, Affibodies®, Aptamere, etc. in 
der Sonden-Komponente (4) ( z.B. einer Nukleinsaure) bzw. in mindestens einem 
Sondenstrang (7 und/oder 8) oder einem Bereich einer Sonde mit intramolekularer 
Sekundarstruktur integriert, ist es moglich, neben Nukleinsauren auch andere 
Analyten (17) nachzuweisen (Abbildung 12). Die Bindung eines Analyten an das 
affine Strukturelement verhindert die (Re)assoziation der Sonden-Komponente 4 
teilweise oder vollstandig, so dass derZugang zum Katalysator frei ist. 
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Werden nicht hybridisierte Einzelstrangsonden verwendet, mussen homologe 
Strange dem Reaktionsansatz zugesetzt werden. Diese homologen Strange kom- 

* » 

petitieren dann mit den Analyten urn die Bindung an die Einzelstrangsonden. Bin- 
det der Analyt, ist der molekulare Schalter katalytisch aktiv. Bindet bzw. hybridi- 

siert der homologe Strang, wird der Zugang zum katalytischen Zentrum (1) bio- 

** » ■ 

., ■ 
ckiert, so dass der molekulare Schalter nicht oder zumindest weniger katalytisch 

aktiv sein wircfln Abhangigkeit der Konzentration der molekuiaren Schalter, der 

homologen Strange und insbesondere des Analyten ergibt sich so eine Gesamt- 

aktivitat des Systems, die von der Analytenkonzentration abhangt. 

b) Strukturelemente mit Einfluss auf den Zugang zur katalytischen Komponente 
(vgl. Abbildung 13): 

Urn den Einfluss auf den Zugang eines Substrates zur katalytischen Komponente 
zu erhohen, konnen Sonden-Komponenten in entsprechenden Bereichen mit wei- 
teren Komponenten, Blockierungskomponenten, (18) konjugiert werden (Abbil- 

* * 

dung 13 A). Hierzu konnen beispielsweise Makromolekule wie Proteine (Albumin, 
Streptavidin, etc. ) an den entsprechenden Stellen mit der Sonde gekoppelt wer- 
den. Es ist naturlich auch denkbar hierfur niedermolekulare Substanzen einzuset- 
zen. 

Insbesondere kann es sich bei der Komponente (18) wiederum um einen Bin- 

dungspartner eines anderen Molekuls (19) handeln (Abbildung 13 B, C). Bei- 

» 

spielsweise kann es sich hier um Bindungspartner bzw. Komplexe bestehend aus. 
Ligand/Rezeptor, Antigen/Antikorper, Affibody®, Aptamer oder um Subtrat, Inhi- 
bitor/Enzym handeln. Wird nun einer der affinen Bindungspartner (19) mit der ka- 
talytischen Komponente (5) verknupft, kann dies die Effizienz des molekuiaren 
Schalters verbessern, da der Zugang zum katalytischen Zentrum hierdurch.besser 
biockfert wird. Bei der Bindung eines Analyten an die Sonde wird die Bindung zwi- 
schen den Bindungspartnern (18) und (19) gelost, so dass der Zugang zum Kata-. 
lysator wieder frei ist. In den unter b) genannten Fallen ist die Sonde (4) neben 
z.B. einer Kopplung uber eine Kopplungskomponente (6) bevorzugt auch uber die 
Komponenten (18) oder (18) und (19) mit der katalytischen Komponente (5) ver- 
bunden. 
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Aufgrund der Eigenschaft der Dissoziation der Bindungspartner (18) und (19) bei 
der Bindung eines Analyten an die Sonde unter den entsprechenden Versuchs- 

bedingungen unterscheiden sich diese nicht-kovalenten Bindungskomplexe von 
■ 

den Konjugations- bzw. Kopplungskomponenten (6), die eine permanente Bin- 
dung der Sonden-Komponente (4) mit der katalytischen Komponente (5) unter 
Standardbedihgungen bewirken. 

Bei der in Abbildung 13 C beispielhaft dargestellten Ausfuhrungsform zeigt sich, 
dass eine intramolekulare Hybridisierung der Sonde nicht zwingend erforderlich. 

- 

ist. Es kann demnach auch eine nicht-hybridisierte, einzelstrangige Sonde einge- 
setzt werden, die neben der direkten Kopplung Oder indirekten Kopplung durch 
eine Kopplungskomponente (6) zudem uber die Bindung der Bindungspartner (18) 

■ 

und (19) mit der katalytischen Komponente verknupft ist. 

Der Einsatz derartiger Systeme wurde zudem den Aufbau von Kompetitionstests 
ermoglichen. Hierbei ist der nachzuweise>nde Analyt gleichzeitig einer der Bin- 
dungspartner (18) oder (19). In Gegenwart des Analyten wird somit ein gewisser 
Anteil an Bindungen zwischen den Sonden-Komponenten und den katalytischen 
Komporienten verhindert, was sich auf die katalytische Aktivitat des Systems aus- 
wirkt, so dass der Analyt quantifiziert werden kann. 

* 

Prinzipiell ist es auBerdem denkbar, auch die Kopplungskomponente (6) durch . 
eine Bindung des Bindungspaares (18) und (19) mit hoherer Bindungsreversibilitat 
zu ersetzen. In diesem Fall wurde bei vollstandiger Bindung durch Analyten an die 
Sonde die Sonde letzten Endes von der katalytischen Komponente vollstandig 

* 

getrennt werden. 

Beim Einsatz von Enzymen (E) ergeben sich weitere Moglichkeiten von denen 
einige in Abbildung 13 D-H dargestellt sind. Als Bindungspartner kommen hier 
aktive oder allosterische Zentren der Enzyme und die entsprechenden Liganden 
(18) wie Substrate, Cosubstrate, prosthetische Gruppen, Inhibitoren, etc. in Frage. 
Die Sonde ist hierbei uber mindestens einen Liganden (180 mit dem Enzym ver- 
bunden (Abb. 13 D-H). Hierbei kann prinzipiell jedwede erfindungsgemafce Son- 
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denstruktur verwendet werden, d.h. sowohl intermolekular hybridisierte (Abb. 13 
D, E, G), intramolekular hybridisierte sowie nicht hybridisierte (Abb. 13 F, H). Die 
Sonde kann uberweitere Kopplungskomponenten (6) (Abb. 13 D) oder weitere 

* * 

Liganden (18 2 ) mit dem Enzym als katalytischer Komponente verbunden sein. Die 

* 

Gegenwart eines Analyten fiihrt dann, unter den entsprechenden Versuchsbedin- 
gungen, aufgrund von Konformationsanderungen und/oder der Anderung derZu- 
ganglichkeit zum aktiven Zentrum, zur Anderung der katalytischen Aktivitat des 
Enzyms. 

Gemaft einer weiteren Ausfuhrungsform werden Sonden-Komponenten, die nicht 
kovalent an die katalytische-Komponente konjugiert sind, in folgender Art und 
Weise eingesetzt. Statt die katalytische Komponente, insbesondere ein Enzym, 
von Anbeginn im Ansatz zu haben, wird das Enzym erst nach der Hybridisierungs- 
reaktion, bei welcher der Analyt an die Sonde gebunden wird, zugegeben. In Ab- 

* a 

hangigkeit von der Hybridisierung der Sonden-Komponente mit dem Analyten wird 

... 

die Bindung an die katalytische Komponente beeinflusst und damit auch die Akti- 

* 

vitat der katalytischen Komponente, die uber entsprechende Reaktionen bestimmt 
werden kann, urn den Analyten qualitativ oder quantitativ nachzuweisen. 

* m * 

Vorzugsweise werden hierbei Sonden-Komponenten eingesetzt, die uber min- 
destens einen Liganden, wie ein Substrat, ein Cosubstrat, eine prosthetische 
Gruppe, einen allosterischen Aktivator bzw. Inhibitor und/oder einen generellen 
Inhibitor, sowohl reversible als auch irreversible, verfugen (siehe Abb. 13 E-H) 
eingesetzt. 

r 

Beispielsweise ist ein Aktivator, der an eine Sonden-Komponente gekoppelt ist 
und mit einem Analyt hybridisiert ist, nicht mehr in der Lage, eine katalytische 
Komponente, insbesondere ein Enzym, so zu aktivieren, wie eine freie Aktivator- 
Sonden-Komponente. Die Qber mindestens eine entsprechende Reaktion ge- 
messene Aktivitat der katalytischen Komponente dient dann zum Nachweis des 

* * 

Analyten. Entspre.chendes gilt fur Inhibitoren. Werden Substrate, Cosubstrate 
und/oder prosthetische Gruppen verwendet die an eine Sonden-Komponente ge- 
koppelt sind, wirken sich die jeweiligen freien und die Analyt-gebundenen Konju- 
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gate ebenfalls unterschiedlich auf die katalytische Aktivitat der katalytischen Kom- 

ponente aus und konnen so zum Nachweis des Analyten eingesetzt werden. 

■ ■ * * 

Im Folgenden werden beispielhaft Membran- und Matrixsysteme beschrieben, die 

als erfindungsgemafte Testsysteme dienen konnen: 

* > 

Abbildung 14: 

Bei diesen Systemen trennen Membranen oder Matrices (20), die uber entspre- 
chende Porenstrukturen und Permeabilitatseigenschaften (21) verfugen, den Pro- 

A ■ 

benraum (22) vom Katalysatorraum (23), in dem sich der Katalysator (24) be- 
findet, ab. Sondenkomponenten (25/Pfeile) im Probenraum (22) und/oder im Ka- 
talysatorraum (23) beeinflussen in Abhangigkeit von der Analytenkonzentration 
den Transfer von Substraten upd/oder Produkten uber die Membran bzw. Matrix 
(20). Der somit von der Analytenkonzentration abhangige Transfer von Substrat 
aus dem Probenraum in den Katalysatorraum bestimmt damit den Umsatz von 
Substrat im Katalysatorraum. Es ist naturlich auch denkbar, dass der Transfer von 
Produkt (umgesetztem Substrat) vom Katalysatorraum in den Probenraum in Ab- 
hangigkeit von der Analytenkonzentration beeinflusst wird. Die jeweiligen Trans-? 
ferraten von Substrat und Produkt hangen von deren Eigenschaften, insbesondere 
der MolekulgroBe und der Ladungseigenschaften sowie Hydrophobizitat, ab. 

Abbildung 14 A: 

Beispielsweise kann ein derartiges System aus Katalysatoren, bevorzugt in Form 
von Enzymen (24), bestehen, die in einer partikuiaren Matrix, beispielsweise Acry- 
lamid oder Agarose, immobilisiert bzw. eingebettet sind. In diesem Fall entspricht 
der Innenraum der Matrix dem Katalysatorraum (23) und die Oberflache dieser 
Matrix einer Membran (20), die eine porose Struktur aufweist (21). Es ist ebenfalls 
denkbar Katalysatoren bzw. Enzyme in Partikel einzuschliefcen, ohne dass diese 

■ * _ 

hierbei notwendigerweise im Partikelinnenraum in einer Matrix eingebettet sein 
mussen. Die Oberflache der Partikel ist mit Sondenkomponenten konjugiert (25), 
die in Abhangigkeit der Analytenkonzentration den Transfer von Substrat und/oder 
Produkt zwischen dem intrapartikularen Katalysatorraum (23) und dem extraparti- 
kularen Probenraum (22) steuern. Suspensionen derartiger Partikel konnen in 
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entsprechenden ReaktionsgefalJen zum Nachweis von Analyten (in der flussigen 
Phase der Suspension) eingesetzt werden. 

- 

Abbildung 14 B: 

lm Gegensatz zu einer mikroskopischen Trennung von Proben- und Katalysator- 

■Cj.. • ■ 

raum kann auch eine makroskopische Trennung dieser Kompartimente unter 
Verwendung entsprechender ReaktionsgefaBe erfolgen. Die Trennung von Pro- 
benraum (22) und Katalysatorraum (23) erfolgt hierbei durch eine porose Memb- 
ra n bzw. Matrix (20) die mit Sondenkomponenten (25/Pfeil) versehen ist. Im dar~ . 
gestellten Beispiel steuern die Sondenkomponenten (25) in Abhangigkeit der Kon- 
zentration eines Analyten den Durchtritt von Substrat (S) vom Probenraum (22) in 
den Katalysatorraum (23). In Abhangigkeit der Eigenschaften von Substrat (S) und 
Produkt (P) (umgesetztes Substrat), ist es naturlich ebenfalls denkbar, dass der 
Transfer von Produkt uber die Membran kontrolliert wird. Die Einflussnahme auf 

den Transfer beider Substanzen, Substrat und Produkt, ist ebenfalls denkbar. 

■ 

» 

Im Katalysatorraum (23) wird das Substrat umgesetzt. Im angegebenen Beispiel 
ist der Katalysator im Reaktionsgefafc integriert bzw. immobilisiert Solange der 
Katalysator, insbesondere ein Enzym nicht vom Katalysatorraum (23) in den Pro- 
benraum (22) gelangen kann, ist es denkbar geloste bzw. suspendierte Kata- 
lysatoren zu verwenden. Hierbei kann es sich auch um geloste bzw. suspendierte 
Katalysatoren bzw. Enzyme, etc; handeln, die in immobilisierter Form vorliegen. 

■ 

In Abhangigkeit seiner Eigenschaften, der Membran und der Sonde konzentriert 
sich das generierte Produkt (P) im Katalysatorraum (23) (Abb. 14 B) oder diffun- 
diert ebenfalls in den Probenraum (22). In Abhangigkeit des verwendeten Sys- 

> 

terns kann es hier nun von Vorteil sein, eine optische Detektion beispielsweise nur 
im Katalysatorraum (23) durchzufuhren. Die Membran (20) kann den Transfer von 
Substanzen der Probe in den Katalysatorraum (23) unterbinden, so dass storende 
„Matrixeffekte" (Zipper, Buta et aL 2003) reduziert werden. Neben der optischen 
Detektion durch Absorptions- oder Lumineszenzmessungen, bietet der beschrie- 
bene Aufbau naturlich auch die Moglichkeit osmotischer Vergleichsmessungen 

* • ■ 

zwischen dem Probenraum (22) und dem Katalysatorraum (23), wie auch die ent- 

* » 

■ 
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sprechende Verwendung elektrischer Parameter wie Strom, Spannung, Wider- 
stand und Impedanz. 

i * * 

n 

Generell kann bei diesem Ausfuhrungsbeispiel das Anlegen einer Potentialdiffe- 
renz zwischen dem Probenraum (22) und dem Katalysatorraume (23) vorteilhaft 
sein, da so elektrophoretische Aspekte ausgenutzt werden konnen. Beispiels- 
weise kann der elektrophoretisch beschleunigte Transfer von Substrat oder Pro- 
dukt uber die Membran die Detektion positiv beeinflussen. 

* « 
In den Abbildungen 15 und 16 wird eine besondere AusfQhrungsform des erfin- 

* 

dungsgemaften analytischen Testsystems dargestellt. In dieses Testsystem, um- 

• ■ * 

- ■ . 

fassend einen molekularen Schalter, der eine Sonde und eine katalytische Kom- 

ponente aufweist, wird zusatzlich mindestens eine Komponente eirigebunden, die 

eine unterschiedliche Affinitat zur hybridisierten und nicht-hybridisierten Form der 

* ' * 

Sonde aufweist. Diese sogenannte Selektivkomponente (26) kann Teil der Kopp- 
lungskomponente (6) sein (Abb. 15 A, C und Abb. 16), welche die Sonde mit der 

katalytischen Komponente (5) verbindet oder mit der Kopplungskomponente (6), 

■ * 

der Sonde (3) und/oder der katalytischen Komponente (5) (Abb. 15 C). 

4 . 

Bei den Selektivkomponenten kann es sicb um jedwede chemische Verbmdung 
handeln, die selektiv an hybridisierte oder nicht-hybridisierte Sonden binden kann, 
d.h. unterschiedliche Bindungskonstanten bzw. Affinitaten aufzeigt. 

- 

Beispielsweise kann es sich hierbei um Nukleinsaure-bindende Proteine oder 
Peptide handeln, die vorzugsweise an einzelstrangige oder doppelstrangige Nuk- 
leinsauren binden oder an Nukleinsauren, die in triplexen, quadruplexen oder 
sonstigen Hybridisierungszustanden vorliegen. Proteine, die vorzugsweise an 
doppelstrangige Nukleinsauren binden, sind beispielsweise DNA-bindende Prote- 
ine wie Transkriptionsfaktoren insbesondere Trahskriptionsaktivatoren, beispiels- 
weise ^inkfingerproteine" wie Zif 268, Proteine mit einem Helix-Turn-Helix-Motiv 
wie der Lac-Repressor oder Proteine mit einem Helix-Turn-Helix-ahnlicheh Motiv 
wie die Homoodomane, etc. (Nelson and Cox 2001).. 
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Proteine, die vorzugsweise an einzelstrangige Nukleinsauren binden, sind bei- 
: spielsweise „single-stranded binding proteins" (SSBs). Peptide, die vorzugsweise 
an doppelstrangige Nukleinsauren binden sind ebenfalls einzusetzen wie bei- 
spielsweise Ni(ll)D/L-Arg-Gly-His, 1,2-Dihydro-(3 H)-Pyrrolo[3,2- e]lndol-7-Carbo- 
xylat (Fang et al. 2004). 

Neben Proteinen und Peptideh sind auch andere, niedermolekulare Substanzen 

• * * 

einsetzbar. Beispielsweise interagieren Interkalatoren, Semi-lnterkalatoren und an 
der Nukleinsaureoberflache bindende Substanzen selektiv mit hybridisierten bzw. 
nicht-hybridisierten Nukleinsauren, beispielsweise mit doppelstrangigen oder ein- 
zelstrangigen Nukleinsauren. Hierbei kann es sich beispielsweise um bestimmte 
Antibiotika, Cytostatika oder Chemotherapeutika wie Netropsin, Antitumorantibioti- 
kum (+)-CO1065, Chromomycine (Chromomycin A3), Actinomycine, Anthracyc- 
line, beispielsweise Adriamycin, Mithramycin, Distamycin A, Brostallicin (PNU- 
166196), handeln. Es ist ebenfalls denkbar, Hybridmolekule einzusetzen, die aus 
. verschiedenen Komponenten aufgebaut sind wie S-3-nitro-2-pyridinesulfenyl- 
cysteine (Baraldi et al. 2001 ; Shim et al. 2004). 

AuRerdem kommen Phenanthridine wie Ethidiumbromid, Ethidiumhomodimer-1 , 
Ethidiumhomodimer-2, Hexidiumiodid, Propidiumiodid und Dihydroethidim, Indole 
und Imidazole wie DAPI (4',6-diamidino-2-phenyIindole dihydrochloride) und DIPI 
(4',6-(diimidazdlin-2yl)-2-phenylindole dihydrochloride), Bisbenzimidfarbstoffe wie 
Hoechst 33258 und 33342, Acridine wie Acridin-Orange, Acridinhomodimer, AC- 
MA (9-Amino-6-Chloro-2-Methoxyacridine) und Cyaninfarbstoffe wie SYBR Farb- 
stoffe, z.B. SYBR Green I und SYBR Green II, SYBR Gold, SYBR Safe, 
PicoGreen, OliGreen, RiboGreen, TO-PRO (1, 3, 5, etc.), PO-PRO (1, 3, 5, etc.), 
BO-PRO (1 , 3, 5, etc.), YO-PRO (1 , 3, 5, etc.), Cyanindimere, wie POPO (1 , 3, 5, 

■ 

etc.), BOBO (1, 3, 5, etc.), YOYO (1,3, 5, etc.), TOTO (1,3, 5, etc.), JOJO (1, 3, 
5, etc.), LOLO (1 , 3, 5, etc.), SYTOX- und SYTO-Farbstoffe, (7-Amino-)Actino- 

♦ • 

mycin D, Hydroxystilbamidine, LDS 751 , etc. (Haugland 2002; Vitzthum and Bern- 
hagen 2002) aber auch polykationische Verbindungen wie Ornithine und Spermi- 
dine sowie die Derivate, Dimere und Polymere deroben genannten Verbindungen 

* 

in Frage. 
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lm Foigenden werden Modulationen im Jestsystem beschrieben, die auf der Art 
der verwendeten Reaktanten bzw, deren Wechselwirkung beruhen: 

« 

Anhand der beschriebenen Grundlagen fur die Aktivitatsanderung des molekula- 

■ • 

ren Schalters in Gegenwart eines Analyten wird deutiich, dass bei der Verwen- 
dung von Substraten unterschiedlicher GrofJe, die beschriebenen sterischen Ge- 
gebenheiten dazu verwendet werden, unterschiedliche Substratspezifitaten zum 
Nachweis des Analyten einzusetzen. Kleinere Substrate besitzen einen besseren 
Zugang zum Katalysator als grolie Substrate und werden daher mit hoherer 
Wahrscheinlichkeit umgesetzt. Erst wenn durch die analyten-spezifische Konfor-^ 
mationsanderung auch grofcen Substraten ausreichender Zugang zum Katalysator 

• ■ 

verschafft wird, werden diese signifikant umgesetzt. 

* * • 

Allgemein gilt, dass der Analyt Bestandteil des Substrats sein kann, bevorzugt 
aber nicht ist. Das Vorhandensein eines Analyten in einer Probe wird dadurch be- 
stimmt, dass ein fur den Analyt spezifischer molekularer Schalter und ein auf das 
Anzeigesystem abgestimmtes Substrat zugesetzt wird. Der Umsatz des Substrats 
an der katalytischen Komponente (bevorzugt eiri Enzym oder eine katalytisch 
wirksame NukleinSaure) ist dann der quantitative Indikatior fur das Vorhandensein 
eines Analyten. Der Substratumsatz ist somit in der Regel die gemessene Hilfs- 

« 

oder Sekundarreaktion. 

* 

Die jeweiligen Reaktionen von kleinen und grofcen Substraten konnen hierbei 
prinzipiell parallel oder getrennt voneinander durchgefuhrt werden. Der parallele 
Umsatz zweier oder mehrerer Substrate ist dann sinnvoll, wenn die Substrate un- 

♦ 

abhangig voneinander detektiert werden konnen oder, im Sinne eirier Kompetition 
bzw. Inhibition, der Umsatz einer der Substanzen so verandert wird, dass dieser 
Vorgang detektiert werden kann. Dies hat den Vorteil, dass sowohl der ursprungli- 

■ ■ 

che als auch der analyteninduzierte Konformationszustand des molekularen 

Schalters nachgewiesen werden kann. 

• " 

* ■ 

Bei der Quantifizierung von Analyten ist dies von Bedeutung, da hier in der Regel 
nicht nur ein molekularer Schalter, sondern mehrere molekulare Schalter gleich- 
zeitig im System eingesetzt werden. Im Idealfall sollte die Summe der jeweiligen 

* * * 
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relativen Aktivitaten im System konstant bleiben. 1st dies nicht der Fall, deutet dies 
auf unerwiinschte Nebeneffekte hin. Dies konnen unspezifische Konformations- 
zustande wie die Zerstorung bzw. Denaturierung des Katalysators sein oder die 
Gegenwart unbekannter Storstoffe bzw. Inhibitoren in der Probe (Matrixeffekte). 
Somit kann durch diese interne Kontrolle die Sensitivitat, Spezifitat und Reprodu- 
zierbarkeif des Systems verbessert werden. 

I " , ' 

» f 

Es ist beispielsweise denkbar, dass vergleichbare Konzentrationen eines kleinen 
und eines groften Substrates eingesetzt werden, wobei die Affinitat des grofcen 
Substrates uber der des kleinen liegt. Vorzugsweise sind die Konzentrationen in 
einem Bereich zu wahlen, der jeweils zu einer Reaktion 1 . Ordnung fuhrt. Verfugt 
nun das grade Substrat. Uber eine hohere Affinitat im Vergleich zum kleineren, 
verschiebt sich bei einer analyteninduzlerten Konformationsanderung, die den Zu- 
gang zum Katalysator verbessert, der Umsatz urn so deutlicher in Richtung des 
grofcen Substrates je groRer der Affinitats- und Grolienunterschied zwischen den 
Substraten ist. Fuhrt die analyteninduzierte Konformationsanderung zu einem 
schlechteren Zugang zum Katalysator, reagiertdas System in umgekehrter Weise. 

Ebenso ist es denkbar, dass unterschiedlich grade Substrate vergleichbarer Affi- 
nitaten eingesetzt werden. Das kleinere Substrat wird hier vorzugsweise in einem 
Konzentrationsbereich eingesetzt der zu einer Reaktion 1 . Ordnung fuhrt: Das 
groRere Substrat wird hingegen im Oberschuss zugesetzt, so dass vorzugsweise 
nach einer Reaktion 0. Ordnung umgesetzt wird. Unter diesen Bedingungen ver- 
schiebt sich bei einer analyteninduzierten Konformationsanderung, die den Zu- 
gang zum Katalysator verbessert, der Umsatz urn so deutlicher in die Richtung 
des grolien Substrates je grolier der Konzentrationsunterschied zwischen deh 

» 

Substraten ist bzw. urn so niedriger die Konzentration des kleinen Substrates ist. 
Fuhrt die analyteninduzierte Konformationsanderung zu einem schlechteren Zu- 
gang zum Katalysator, reagiert das System in umgekehrter Weise. Da bei der De- 
tektion zur Empfindlichkeitssteigerung bzw. zur internen Kontrolle, d.h. Negativ- 
versus Positivkontrolle, beide Substrate bestimmt werden, sollte die Konzentration 
des kleinen Substrates nicht zu niedrig werden. In diesem Falle sind unter Kombi- 
nation des Aspektes der Detektion sowie der Substratkompetition jeweils optimal 
angepasste Substratkonzentrationen einzusetzen. 

■ 
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Es ist natiirlich auch denkbar entsprechend der obigen Beschreibung kleine Sub- 
strate mit niedrigen Affinitaten in einem Konzentrationsbereich einzusetzen, derzu 
einer Reaktion 1 . Ordnung fuhrt und grolie Substrate mit hohen Affinitaten zu ver- 
wenden, die im Substratsattigungsbereich, d.h. Reaktion 0. Ordnung, eingesetzt 
werden. 

«' : .. . • 

... 

Statt einer Substratkompetition, ist es ebenfalls denkbar Inhibitionsbedingungen 
zu schaffen, indem nicht Substratkombinationen sondern Substrat-lnhibitorkorrh 
binationen in den oben beschriebenen Verfahren eingesetzt werden. 

- * • 

♦ 

Sind keine grofcen Substrate vorhanden, konnen erfindungsgemali aus kleinen 

— < « 

Substraten durch Konjugation mit Substanzen groRe Substrate hergestellt werden. 

* 

In Abhangigkeit von der GrOlie der verwendeten Substanz konnen unterschiedlich 
grolie Substrate erzeugt werden. Damit ergibt sich die Moglichkeit, die katalyti- 
sche Aktivitat des Systems in gewissen Grenzen zu modulieren. Dies ist zumin- 
dest solange mQglich, wie das Konjugat aus Substrat und Substanz noch vom Ka- 
talysator umgesetzt werden kann. 

* * i 

r 

Als grolie Substrate konnen natiirlich auch Substratkonjugate bzw. prosthetische 
Gruppen wie Liponsaure-Lysylreste von Enzymen aus Multienzymkomplexsyste- 
meri ausgenutzt werden. Beispielsweise konnen bei der Verwendung von Di hydro- 
liponamid-Dehydrogenase als katalytischer Komponente des molekularen Schal- 
ters, neben freier Liponsaure und deren Derivaten sowie Formazanfarbstoffen, 
auch die E-2 Komponenten von 2-Oxosauredehydrogenase-multienzymkom- 
plexen gegebenenfalls in Kombination mit deren. E-l Komponenten und ent- 
sprechender Substrate eingesetzt werden. 

Werden als katalytische Komponenten Enzyme, katalytisch aktive Antikorper und 
Nukleinsauren eingesetzt, kann naturlich auch der Einsatz unterschiedlicher aber 
annahernd gleich grolier Substrate, Cosubstrate bzw. Inhibitoren sinnvoll sein. 

* 

Hier kann bei einer Konformatiorisanderung der Sonde auch eine Konformations- 
anderung der katalytischen Komponente auftreten. In Folge dieser Konformations- 
anderungen kann sich die Substratspezifitat dieser katalytischen Komponenten 

■ 
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andern, ohne dass hierbei die Abmessungen des Zugangs zur katalytischen Kom- 
ponente eine signifikante Rolle spielen. Es ist naturlich ebenfalls denkbar, dass 
sich Konformationsanderungen, die sich auf die Substratspezifitat im eigentlichen 
aktiven Zentrum auswirken und die die Abmessung des Zuganges zur katalyti- 
schen Komponente verandern, erganzen. i 

Nachfolgend werden beispielhaft in dem erfindungsgemalien Testsystem breit 
einsetzbare Malinahmen beschrieben, die insbesondere dazu dienen, die Spezi- 
fitat als auch die Sensitivitat des Testsystems gegenuber einem gegebenen Ana- 
lyten zu erhOhen. Dies hat insbesondere auch bei der quantitativen Analyten- 
bestimmung Bedeutung. 

" ■ * 

Urn die Spezifitat und Sensitivitat des Nachweises eines Analyten noch zu erho- 
hen, ist es moglich mehr als nur eine Art von molekularem Schalter an einer Sorte 
von Analyten zu binden. Es ist z.B. denkbar mindestens zwei verschiedene Arten 
von molekularen Schaltern mit unterschiedlicher enzymatischer Aktivitat einzuset- 
zen, die jeweils an unterschiedlichen Bindungsstellen der identischen Analyten 
binden. Der Nachweis dieser Analyten erfolgt somit nur dann, wenn sich die en- 
zymatische Aktivitat aller an dieser Analytensorte gebunden molekularen Schalter 
verandert. Die Anderung der enzymatischen Aktivitat nur eines molekularen 
Schalters ware nicht ausreichend. Damit kommt es zu einer signifikanten Er- 
hohung der Spezifitat was sich auch positiv auf das Signal-Rauschverhaltnis aus- 
wirkt und somit die Sensitivitat erhohen kann. 

* 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind die enzymatischen Aktivitaten der un- 
terschiedlichen molekularen Schalter, die an einer Sorte von Analyten binden, 
a.ufeinander abzustimmen. Insbesondere enzyrhatische Aktivitaten die gekoppelte 
Reaktionen erlauben sind hierbei zu berucksichtigen. Das heiBt, dass das Produkt 
eines molekularen Schalters das Substrat fur einen weiteren molekularen Schalter 
darstellt, der dieses dann weiter umsetzt. Da nur die Endprodukte der Reaktionen 

i 

bestimmt werden, beinhaltet diese Bestimmung die Kombination beider Bindungs- 
vorgange und erlaubt somit einen spezifischen und sensitiven Nachweis des Ana- 
lyten. Vorzugsweise kann innerhaib der gekoppelten Reaktionen ein Produkt- 

■ . 
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Substrat-Zyklus, wie zum Beispiel beim Redox-Cycling, stattfinden. Dies fuhrt zu . 
einer weiteren Erhohung der Sensitivitat. 

Beispieisweise konnen zum Nachweis einer bestimmten Nukleinsauresequenz 
zwei molekulare Schalter, einer mit Lactat-Dehydrogenase-Aktivitat und einer mit 
Diaphorase-Aktivitat, eingesetzt werden. Diese molekularen Schalter sind so kon- 
zipiert, dass fare Sonden unterschiedliche Bereiche derzu bestimmenden Nuk- 
leinsauresequenz erkennen. Bei der Bindung an die horhologen Bereiche werden 
die jeweiligen Enzymaktivitaten aktiviert. Sind im Reaktionsansatz Lactat, NAD 
und eine Tetrazoliumverbindung vorhanden. wird es erst dann zu einer Reduktion 
der Tetrazoliumverbindung zu einem Formazanfarbstoff kommen, wenn beide mo- 
lekularen Schalter aufgrund der Bindung an den Analyten, die Nukleinsaurese- 

■ • 

quenz, enzymatisch aktiv geworden sind. Lactat wird zu Pyruvat unter Reduktion 
. des NAD zu NADH. durch die Lactat-Dehydrogenase-Aktivitat umgewandelt. Das 
NADH wird dann in der Diaphorase-katalysierten Reaktion bei der Reduktion des 
Tetrazoliumsalzes zum Formazanfarbstoff zu NAD regeneriert. Letzteres wird im 
Sinne eines "Redox-Cycling" dann wieder in NADH umgewandelt usw. .Die Be- 
stimmung des Formazanfarbstoffes bietet somit die Moglichkeit der spezifischen 
und sensitiven Bestimmung des Analyten. 

Vorzugsweise sind die unterschiedlichen Bindungsstellen der molekularen Schal- 
ter moglichst nahe beieinander. Dies ermoglicht einen effizienten Produkt -bzw. 
Substrat-Transfer zwischen den Enzymen. Bei der Berucksichtigung solcher 
raumlicher Faktoren ist es denkbar, dass neben molekularen Schaltern auch En- 
zyme eingesetzt werden konnen, die mit einer affinen Komponente ausgestattet 

* 

sind, aber ihre enzymatische Aktivitat bei einem Bindungsvorgang nicht andern. 
Allein die Tatsache der raumlichen Nahe eines solchen Enzyms wurde die Ge- 
schwindigkeit der Gesamtreaktion beeinflussen und sich entsprechend auf die 
Bestimmung auswirken. 

Somit sind die bevorzugten Sonden der erfindungsgemafcen molekularen Schalter 
Nukieinsauren oder Nukleinsaurederivate, die durch den Kontakt mit oder durch 
die Bindung eines Analyten eine Konformationsanderung erfahren, wodurch der 

Zugang eines Substrates an die katalytische Komponente des molekularen Schal- 

* 

* 
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ters erleichtert oder erschwert wird. Diese Anderung der kataiytischen Aktivitat des 
Schalters bzw. die Anderung des Substratumsatzes.ist in der Regel der fur die 
qualitative als auch quantitative Bestimmung eines Analyten zu messende Para- 
meter. 

Im Folgenden werden wichtige Aspekte und Elemente der vorliegenden Erfindung 

■ t t • 

zusammengefasst ohne die Erfindung hierauf zu beschranken: 

* 

a) Beschreibung der bevorzugten Sonden nach Oberbegriffen / Substanzklassen 

- < 

■ 

> a ■ m • 

Klassifizierung nach dem. Hybridisierungszustand: 

■ 

I - ♦ a 

♦ 

• Hybridisierte Sonden 

• Intermolekular hybridisierte Sonden 

• Intramoiekular hybridisierte Sonden 

• Nicht-hybridisierte Sonden 

Klassifizierung der Sonden nach ihrem Aufbau bestehend aus 

- * - „ 

Nukleinsaure bzw. Nukleinsaurederivat (Ruckgrat, Basen), die ggf. mindestens 
eine Kopplungskomponente und Blockierungskomponente beinhalten aber 
keine Bindungskomponente. Diese Sonden eignen sich insbesondere fur den 
Nachweis von Nukleinsauren bzw. Nukleinsaurederivaten. 

... . 

* 

• ■ 

• Nukleinsaure bzw. Nukleinsaurederivate in Kombination mit mindestens einer 
weiteren Bindungskomponente (Rezeptoren, Enzyme, Antikorper oder deren 
Bindungsdomanen sowie Affibodies, Designed Repeat Proteins, Protein Scafr 
folds, Aptamere, etc.). Ggf. kann auch mindestens eine Kopplungskomponente 
uhd/oder Blockierungskomponente zugegen sein. Diese Sonden eignen sich 

* 

insbesondere fur den Nachweis von Analyten, die keine Nukleinsauren oder 

I 

Nukleinsaurederivate sind. ... 

■ • 

* * 

b) Beschreibung der bevorzugten kataiytischen Komponenten nach Oberbegrif- 

* ■ ■ * 

fen/ Substanzklassen 

» 
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• anorganische Verbindungen: 

* anorganiische Sauren und Basen, Metalle, Legierungen, Metalloxide, Kom- 

plexe, Obergangsmetallkomplexe 

Beispiel: Kaiiumhexacyanoferrat (Obergangsmetailkomplex) 

V 

• organische Verbindungen: 

organische Sauren und Basen, Proteine (Enzyme, d.h. klassische Enzyme 
aber auch Antikorper), Nukleinsauren mit enzymatischer Aktivitat, redoxak- 
tive Aromaten und Heteroaromaten 

• ■ 

Beispiele: Diaphorase, Hexokinase, Galactose-Oxidase, etc. 

♦ 

• Elektrodensysteme: 

anorganische Elektrodensysteme (Metalle, Keramiken) 

f » 

organische Elektrodensysteme (leitfahige Kunststoffe, Verbundwerk- . 

* *■ 

stoff e/Ko m pos i te ) 
Beispiel: Goldelektrode 

c) Beschreibung der bevorzugten Kombinationen aus a) und b) 

* 

Naturlich ist prinzipiell jede Kombination von Sonde und Katalysator denkbar. 

> * 

Bevorzugt 3ind jedoch Kombinationen von Sonden und Enzymkatalysatoren. 
Hierbei ist insbesondere die Verwendung einfach aufgebauter Sonden zu bevor- 
zugen. Das heifct, dass ein Oligonukleotid mit einem Enzym, vorzugsweise ein 
Monomer das gegen Denaturierung stabii ist, gekoppelt wird. Insbesondere ist ein 
Oligonukleotid zu bevorzugen, dass eine intramolekulare Hybridisierung aufweist, 
bei der ein Einfluss auf die Aktivitat des molekularen Schalters erfolgt Bei dieser 
Ausfuhrungsform ist insbesondere eine spezielle Ausfuhrung bevorzugt, bei der 
das frei Ende.des Oligonukleotids mit einer Blockierungskomponente ausgestattet 
ist. 

Beispielsweise kann eine Diaphorase mit einem Oligonukleotid uber dessen 5' 
Ende gekoppelt sein. Die Kopplung kann uber eine Schiffsche-Base erfolgen. 
Hierbei ist es denkbar, dass ein 5' Aldehyd-funktionalisiertes Oligonukleotid mit 

» ■ 
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einer Aminogruppe der Diaphorase unter Bildung einer Schiffschen-Base konden- 
siert wurde. Gegebenenfalls wurde diese Schiffsche-Base noch mittels Natrium- 
cyanoborhydrid reduziert, um die hydrolysesensitive Schiffsche-Base in eine stabi- 
Iere Bindung zu uberfuhren. Das Oligonukleotid weist eine intramolekulare Hybri- 

disierung auf, so dass dessen 3' Ende der Diaphorase zugewandt ist. Das 3' Ende 

v« 

ist mit einer Biotingruppe funktionalisiert. Dies fuhrt zu einer zusatzlichen Redukti- 

t*~- • ' * 

on der Aktivitat des molekularen Schalters. Ah diese Biotingruppe ist bevorzugt 
ein Avidin oder Streptavidin gebunden, so dass die Aktivitat des molekularen 
Schalters zusatzlich minimiert wird. 

d) Beschreibung der bevorzugten Analyten nach Oberbegriffen / Substanzklassen 

* • 

• . • - - • 

In Bezug auf die Erfindung ist eine Unterteilung in Nukleinsauren und deren Deri- 
vate im Gegensatz zu Analyten, die keine Nukleinsauren oder deren Derivate 
sind, sinnvoll. Bei letzteren handelt es sich sowohl um niedermolekulare Substan- 
zen als auch um Makromolekule. 

Prinzipiell kann jedwede Substanz als Analyt in Frage kommen. Hier gibt es ganz 
unterschiedliche Moglichkeiten der Kategorisierung. Analyten konnen grundlegend 
in Atome und Molekule unterteilt werden. Bei den Substanzen, bei denen es sich 
um Molekule handelt, kanh beispielsweise nach ihrer MolekulgroUe mehr oder 
minder artifiziell in niedermolekulare Substanzen und hohermolekulare Substan- 
zen, Makromolekule, unterteilt werden. Des Weiteren kann auch nach Funktionen 
wie Pharmaka, Hormone, Metabolite, Enzyme, Strukturproteine, Rezeptoren, un- 
terteilt werden. Eine Unterscheidung von Substanzklassen im chemischen Sinne 
kann in anorganische und organische Substanzen, bei den letzteren nach funktio- 
nellen Gruppen erfolgen, d.h, eine Einteilung nach Amiden, insbesondere Peptide 
und Proteine, Sauren, insbesondere Carbonsauren oder Phosphorsauren hier 
vorzugsweise Nukleinsauren wie Ribonukleinsauren, Desoxyribonukleinsauren 
und Derivate, etc. 

e) Beschreibung der bevorzugten Kombinationen aus c) und d) 
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Auch wenn andere Analyten nachgewiesen werden konnen, ist insbesondere der 
Nachweis von Nukleinsauren bevorzugt. Beispielsweise kann HIV-1 uber einen in 

c) beschriebenen Molekularen Schalter nachgewiesen werden, wenn als Oligo 

." • - • 

nukleotid 5- 

GCG AG C CTGG G ATTAAATAAAATAGTAAG AATGTATAG C G CTCGC-3' einge- 
setzt wird. Der unterstrichene Bereich entspricht der Sequenz, die mit dem Ana- 

lyten, d.h. der Nukleinsauresequenz des HIV-1 hybridisiert. Die fett markierten 

< • * ■>- 

Basen dienen zur intramolekularen Hybridisierung der Sonde. 

Molekulare Schalter, die mit einer Sonde ausgestattet sind, die aus einer Nuklein- 
saure bzw. einem Nukleinsaurederivat aufgebaut ist, werden vorzugsweise zum 
Nachweis von Nukleinsauren bzw. NukleinsSurederivateh eingesetzt. 

+ ■ 

* # 

Analyte, bei denen es sich nicht um eine Nukleinsaure bzw. ein Nukleinsaure- 
derivat handelt, werden vorzugsweise mit Molekularen Schaltern nachgewiesen, 
die mit einer Sonde ausgestattet sind, die Nukleinsaure bzw. Nukleinsaurederivate 
in Kombination mit mindestens einer Bindungskomponente (Rezeptoren, Enzyme, 
Antikorper oder deren Bindungsdomanen sowie Affibodies, Designed Repeat Pro- 
teins, Protein Scaffolds, Aptamere, etc.) enthalten. 

f) Beschreibung des Aufbaus und der Handhabung der bevorzugten Testsys- 
teme 

* 

• » - 

Das analytische Testsystem basierend auf dem molekularen Schalter kann flexibel 
eingesetzt werden. Im Grunde ermoglicht der molekulare Schalter die Registrie- 
rung eines Bindungsereignisses. Die Art der Registrierung ist hierbei davon ab- 
hangig welche Art von Reaktion stattfindet. 

* * * 

• - 

Da energetische Anderungen bei annahernd alien beschriebenen Vorg§ngen auf- 
treten, beispielsweise bei Enzymreaktionen, kann prinzipiell die Calorimetrie bzw. 
Microcalorimetrie unter Verwendung von Calorimetern mit den hierfur vogesehe- 
nen Reaktionsgefaften eingesetzt werden. Andern sich spektrale Eigenschaften 

• « * 

■ * 

der Losung, beispielsweise durch Beteiligung von lumineszierenden, insbeson- 
dere fluoreszierenden, und absorbierenden Verbindungen, im Besonderen bei 
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enzymkatalysierten Reaktionen, konnen optische Messungen durchgefuhrt wer- 
• den. Optische Messungen beinhalten hier Luminometrie, Fluorimetrie, Photomet- 
rie, Polarimetrie, Polarometrie, etc. unter Verwendung der entsprechenden Gerate 
und Reaktionsgefa&e. Prinzipiell kann auch visuell detektiert werden, d.h. zum 

• * * 

« 

Beispiel beim Einsatz von Teststreifen, einfachen Kuvetten oder Mikrotiterplatten, 
etc. Radiometrische Verfahren sind ebenfalls denkbar, wenn bei Reaktionen Ra- 
dionukleotide eingesetzt werden. Daruber hinaus konnen auch Verfahren wie die 
Manometrie eingesetzt werden, die Druckunterschiede registrieren. Dies ist dann 
von Interesse, wenn osmotische Prozesse ablaufen, aber auch wenn die Bildung 
oder der Verbrauch von Gasen, beispielsweise beim Einsatz von Decarboxylasen, 
erfolgt. Be\ elektrochemischen Prozessen unter Verwendung von Elektroden sind 
amperometrische Verfahren und entsprechende Apparaturen, wie sie beispieis- 
weise bei der Polarographie verwendet werden, einzusetzen. Dies schielit auch 

♦ * 

die Bestimmung von Potentialdifferenzen, Stromen, Impedanzen, etc. und deren 

* 

Anderung-mit ein. 
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Ausfuhrungsbeispiele: 

- 

1. Ausfuhrungsbeispiel 

« 

• ■ 
* * 

Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) wird. mit einem Oligdnukleotid der 

Sequenz 5'-gtatctagctatgttgatggtg-3' konjugiert. Die Kopplung des 5'-SH modifi- 

■ 

■ »■ • • « 

zierten Oligonukleotides erfplgt mittels eines heterofunktionalen, nicht spaltbaren, 

wasserloslichen Vernetzers. Der Vernetzer Sulfo-EMCS wird entsprechend der 

Vorschrift von Pierce (Produktblatt) (N.N. 2003-2004) eingesetzt. Diese Konjuga- 

tion erfolgt vorzugsweise in Gegenwart von GIucose-6-phosphat und/oder B- 

NADH. Die angegebene Sequenz dient zum Nachweis von Bakteriophagen- 

* * 

lambda DNA (A). 

Der gereinigte molekulare Schalter G6PDH x A wird dann zum Nachweis der Bak- 
teriophagen-DNA wie folgt eingesetzt. G6PDH xA wird mit Proben inkubiert. Bei 

* • 

den Proben handelt es sich um gereinigte DNA, die zuvor thermisch denaturiert 
wird und somit als Einzelstrang-DNA vorliegt. Die Inkubation erfolgt in 5 bis 500 
mM Tris-HCI pH 6,5 bis 10, 5 bis 500 mM NaCI insbesondere jedoch in etwa 50 
mM Tris-HCI pH 9, 50 mM NaCI. Die Temperatur liegt zwischen 4 und 70 °C ins- 
besondere jedoch zwischen 30 und 55 °C und bevorzugt bei etwa 35 °C. Nach 
einer Inkubation von 0,5 bis 60 Minuten insbesondere jedoch zwischen 2 und 10 
Minuten bevorzugt etwa 5 Minuten, wird die Nachweisreaktion durch Zugabe von 
Magnesiumchlorid, Glucose-6-Phosphat und R-NADP nach Bergmeyer 
(Bergmeyer 1965) gestartet. Der Nachweis erfolgt spektro-photometrisch in einer 
Quarzkuvette mit Hilfe eines Spektrophotometers bei einer Wellenlange von etwa 
340 nm. Die Veranderung der Absorption wird uber ein bestimmtes Zeitintervall 
gemessen und so der Umsatz bzw. die Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt. In 
Gegenwart von Bakteriophagen-DNA wird der Umsatz in Abhangigkeit der Menge 
von Bakteriophagen-DNA proportional reduziert. Die gebundene Bakteriophagen- 

♦ 

DNA versperrt den Substraten den Zugang zum katalytischen Zentrum. 

* 

* * 
* 

2. Ausfuhrungsbeispiel 

Beispielsweise wird eine Diaphorase, insbesondere die Diaphorase aus Clostridh 

» 

um kluyveri, mit einem Oligonukleotid uber dessen 5-Ende gekoppelt. Die Kopp- 
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lung erfolgt beispielsweise uber den. in 1. beschriebenen Weg. Das Oligonukleotid 
verfugt uber eine intramolekulare Hybridisierung, so dass dessen 3'~Ende der 
Diaphorase zugewandt ist. Das 3-Ende ist mit einer Biotingruppe funktionalisiert. 
Dies fuhrt zu einer zusatziichen Reduktion der Aktivitat des molekularen Schalters. 
In einer besonderen Ausfuhrunsform ist an diese Biotingruppe ein Avidin bzw. 
Streptavidin gebunden, so .dass die Aktivitat des molekularen Schalters zusatzlich 
minimiert wird. 

Aufterdem hat dies den Vorteil den molekularen Schalter effizient zu reinigen. Das 
nach der Kopplungsreaktion erhaltenen Konjugat aus Diaphorase und Oligo- 
nukleotid wird mittels Gelfiltrationschromatographie von den Uberschussigen Oli- 
gonukleotiden abgetrennt. Hiernach erfolgte die Konjugation mit Streptavidin. In 
einer weiteren Gelfiltrationschromatographie wird dann die Diaphorase x Oligo- 
nukleotid x Streptavidin-Schalter von anderen Substanzen gereinigt. Die Gelfiltra- 
tionschrbmatographien werden jeweils hach den ublichen Regeln der Technik 
durchgefuhrt. 

Zum Nachweis von Bakteriophagen-DNA wird beispielsweise das Oligonukleotid 
5 r -GCGAGCgtatctagctatgttgatggtgGCTCGC-3 r eingesetzt. Der klein geschriebene 
Bereich entspricht der Sequenz, die mit dem Analyten, d.h. der Nukleinsaurese- 

quenz der Bakteriophagen-DNA hybridisiert. Die fett markierten Basen dienen zur 

•• 

intramolekularen Hybridisierung. 

* * » 

Der gereinigte Molekulare Schalter Diaphorase x A x Streptavidin (DLS) wird zum 
Nachweis von Bakteriophagen-DNA wie folgt eingesetzt. DLS wird mit Proben 
inkubiert. Bei den Proben handelt es sich urn gereinigte DNA. Zunachst erfolgt 
eine Inkubation in 5 bis 500 mM Tris-HCI pH 6 bis 10, insbesondere jedoch in 50 

* 

mM Tris-HCI pH 8,6, 50 mM NaCI. Die Temperatur liegt zwischen 4 und 98 °C 
insbesondere jedoch zwischen 30 und 95 °C und bevorzugt bei etwa 80 °C. Nach 
einer Inkubation von 0,1 bis 20 Minuten, insbesondere jedoch zwischen 2 und 10 
Minuten, bevorzugt etwa 5 Minuten, waren die Nukleinsauren in Einzelstrange 
uberfiihrt. Danach wurde die Temperatur auf 40 bis 70 °C, insbesondere jedoch 
auf 50 bis 60 °C, bevorzugt jedoch auf etwa 55 °C gesenkt. In Gegenwart der 
Bakteriophagen-DNA erfolgt deren Hybridisierung mit der Sonde des molekularen 
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Schalters. 1st keine Bakteriophagen-DNA vorhanden, kommt es wieder zur Bil- 
dung der intramolekular hybridisierten Sonde. Die.Nachweisreaktion erfolgt durch 
Zugabe von lodonitrotetrazoliumchlorid (INT), ft-NADH und NAD nach Bergmeyer 
(Bergmeyer 1965). Start INT werden ggf. andere Tetrazoliumsalze wie Neotetra- 
zoliumchlorid (NT), Thiocarbamylnitroblautetrazoliumchorid (TCNBT), Tetra- 
nitroblautetrazoliumchlorid (TNBT), Nitroblautetrazoliumchlorid (NTB), Ben- 
zothiozolylstyrylphtha^ (BSPT), WST-1 , WST-3, WST- 

4, und irisbesondere Cyanoditolyltetrazoliumchlorid (CTC) eingesetzt. Der Nach- 
weis erfolgt uber die Bestimmung der Absorption bzw. Fluoreszenz in Kuvetten 
oder Mikrotiterplatten unter Verwendung entsprecherider Spektrophotometer bzw. 
Fluorimeter bei den entsprechenden Wellenlangen. Die Veranderung der Signale 

wird zu einem bestimmten Zeitpunkt oder uber ein bestimmtes Zeitintervall ge- 

* * * . 

messen und so der Umsatz bzw. die Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt. In Ge- 
genwart von Bakteriophagen-DNA ist der Umsatz in Abhangigkeit der Menge von 
Bakteriophagen-DNA proportional erhoht. Die gebundene Bakteriophagen-DNA 
entfernt die Blockierung des Zugangs zum katalytischen Zentrum. 

Urn eine erhohte Sensitivitat zu erzielen, wird ggf. ein NAD/NADH Redoxcycling 
eingefuhrt, indem zur Reaktion eine Dehydrogenase, insbesondere eine Lactatde- 
hydrogenase oder eine Formiatdehydrogenase und die entsprechenden Sub- 
strate, Lactat und Formiat zugegeben werden. (Bergmeyer 1965). 

■ • • • 

3. Ausfuhrungsbeispiel 

Das unter 2. aufgefuhrte Ausfuhrungsbeispiel wird dahingehend verandert, dass 
statt der Diaphorase eine Hexokinase eingesetzt wird. Dabei der Hexokinase ein 
induced-fit bei der Bindung des Substrates erfolgt, ist der Effekt hier besonders 
groB. Ist keine Bakteriophagen-DNA zugegen, beeinflusst die intramolekular hybri- 
disierte Sonde uberraschend den Vorgang des induced-fit, so dass der Substrat- 
umsatz verandert wird. Im Gegensatz hierzu wird die Konformationsanderung zum 
induced-fit weniger beeinflusst, wenn Bakteriophagen-DNA vorhanden ist und an 
die Sonde gebunden hat. 
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4. AusfQhrungsbeispiel 

■ • 

In einer besonderen Ausfuhrungsform wird die im 3. AusfQhrungsbeispiel verwen- 
dete Hexokinase mit der Sonde 5'-GCGAGCgtatctagctatgttgatggtgGCTCGC-3' 
eingesetzt. Der molekulare Schalter ist hier also aus Hexokinase-5'- 
GCGAGCgtatctagctatgttgatggtgGCTCGC-3'-Biotin-Streptavidin aufgebaut. Au- 
fcerdem wird /folgender molekularer Schalter eingesetzt: Glucose-6-Phosphat- 
dehydrogenase-5'-GCGAGCctgtacgtgtggcagttgctGCTCGC-3 - Biotin-Streptavidin. 
Die Sonde dieses Schaiters dient ebenfalls zum Nachweis vpn Bakteriophagen- 
DNA jedoch in einem anderen Sequenzbereich. Die Versuchsbedingungen wer- 
den wie unter AusfQhrungsbeispiel 2 gewahlt. In diesem Ansatz wird die Bakteri- 

ophagen-DNA jedoch durch zwei Molekulare Schalter nachgewiesen. Dies er~ 

- 

hohte die Spezifitat des Nachweises in unerwarteter Weise. Nur wenn beide Bin- 
dungsereignisse erfolgreich sind, kann die Gesamtreaktion: 

D-Glucose + ATP — G6PDH ~> Glucose-6-Phosphat + ADP 

a - 

Glucose-6-Phosphat + NADPH + H + — G6PDH --> Gluconat-6-Phosphat + NAD 

♦ 

ablaufen. Als Substrate werden D-Glucose, ATP und NADPH in Anlehnung an 
Bergmeyer verwendet (Bergmeyer 1965) verwendet. Die Oxidation des NADPH 

wird photometrisch oder fluorimetrisch verfolgt. 

» « 

Dieses AusfQhrungsbeispiel zeigt, dass es auch moglich ist ein ..Multiplexing" 
durchzufuhren. Bei der Verwendung von Enzymen, die unterschiedliche Reaktio- 
nen katalysieren, die mehr oder minder unabhangig voneinander nachgewiesen 
werden konnen und beim Einsatz von Sonden, die verschiedene Analyten nach- 
weisen, konnen in ein und demselben Ansatz verschiedene Analyten bestimmt 
werden. 

» * 

5. AusfQhrungsbeispiel 

In einem weiteren AusfQhrungsbeispiel wird G6PDH in Anlehnung an die AusfQh- 

* « 

rungen des 1. Ausfuhrungsbeispieles mit dem 5' SH — TGGTTGGTGTGGTTGGT- 

■ 
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4 

3' Oligonukleotidaptamer zur Bindung von humanem alpha-Thrombin (Thrombin) 
konjugiert. Der gereinigte Molekulare Schalter, G6PDH x Thrombin, wird mit hu- 
manem alpha-Thrombin zwischen 4 und 70 °C, vorzugsweise bei etwa 25 °C in 
etwa 20 mM Tris/HCI pH 7,4, 140 mM NaCI, 5 mM KCI, 1 mM CaCI 2 , 1 mM MgCI 2 

* * • 

und 5 % (v/v) Glycerol in Verbindung gebracht Die Bindung des humanen alpha- 

'h- 

Thrombin an das Oligonukleotidaptamer-und die hierdurch induzierte Konformati- 

■•*•..•..>« 

onsanderung des Oligonukleotidaptamers fuhrt zu einer Aktivitatsanderung des 
molekularen Schalters, die in einem bestimmten Konzentrationsbereich proportio- 
nal zur Konzentration des Analyten, des humanen alpha-Thrombin war. Die Akti- 
vitat des molekularen Schalters wird entsprechend den Angaben des 1 . Ausfuh- 
rungsbeispiels durch die Zugabe der dort beschriebenen Substrate und Verfah- 
rensanweisungen durchgefuhrt. 

* *■ ' * 

•"*<,_ " = f 

» ^ m • « t ** * I "# ^ 

■ ■ . 

6. Ausfuhrurigsbeispiel 

« » 

Des Weiteren wird mit den erwahnten Kopplungsmethoden ein Galactose-Oxidase 
x 5-GCGAGCgtatctagctatgttgatggtgGCTCGC-3' x Biotin/Streptavidin Schalter 
aufgebaut, um Bakteriophagen-DNA nachzuweisen. Bei der Nachweisreaktion, die 
in Anlehnung an die Beschreibungen in Bergmeyer (Bergmeyer 1965) bzw. in Mo- 
lecular Probes - Fluorescence Microplate Assays (Molecular Probes 1998) durch- 
gefuhrt wird, werden verschiedene Substrate eingesetzt Der Umsatz von galacto- 
syliertem Protein wird starker durch die Bindung der Bakteriophagen-DNA beein- 
flusst, als der Umsatz von Galaktose. Die Umsetzung der Galaktose dient als Re- 
ferenz, um die Gesamtaktivitat des Systems bzw. dessen Veranderung durch die 
Reaktionsbedingungen, beispielsweise durch Nebenreaktionen und Inaktivie- 
rungen, einzuschatzen. Der Umsatz des galactosylierten Proteins ist der eigentli- 
che Indikator fur die Bindung der Bakteriophagen-DNA. Zur optimalen Bestimm- 
ung der Konzentration der Bakteriophagen-DNA werden beide Werte beruck- 
sichtigt. Hierzu wird beispielsweise die Differenz oder der Quotient der beiden Ak- 
tivitaten eingesetzt. 
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7. Ausfuhrungsbeispiel 

• * 

* * 
# * 

GIucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) wird mit einem Oligonukleotid der 
Sequenz 3 -GCGAGC catag-5' entsprechend den Beschreibungen des 1. Aiisfuh- 
rungsbeispiels konjugiert. Hier erfolgt die Konjugation jedoch uber das 3'-Ende. 
Um eine iriterrnolekujar hybridisierte Sonde zu generieren, wird mit 
5 -CGCTCGgfafctagctatgttgatggtg-3' hybridisiert. Die Hybrid isierung der intermo- 
lekularen Sonde erfolgt somit uber den fett markierten Sequenzbereich. Der klein 
geschriebene Sequenzbereich dient zur Erkennung der Bakteridphagen-DNA. Der 
kursiv geschriebene Bereich dient sowohl der Hybridisierung der intermolekularen 
Sonde als auch zur Erkennung der Bakteriophacjen-DNA. In besondereri Ausfuh- 

■ * - 

rungsbeispielen ist das Oligonukleotid 5'-CGCTCGgfafctagctatgttgatggtg-3' am 5' 

» • * 

Ende mit Biotin und ggf. Streptavidin konjugiert. 

" : * 

Weitere besondere Ausfuhrungsbeispiele sind Systeme, bei denen am 5 J -Ende 
weitere Nukleotide angehangt sind, die als Inhibitoren fungieren. Weitere Inhibito- 

* * * 

ren die hier Verwendung finden sind neben den Nucleosidmonophosphaten auch 
Nucleosiddiphosphate und Nucleosidtriphosphate, insbesondere ATP, aber auch 
Myristic acid, Dihydroepiiandrosteron, Palmitoyl-CoA. Des Weiteren konnen bei 
besonderen Ausfuhrungsbeispielen (l-NADH, a-NADH, fc-NADPH, a-NADPH, 
G6P und Gluconat-6-phosphat am S'-Ende konjugiert sein. 

Der gereinigte molekulare Schalter G6PDH x A wird dann zum Nachweis der Bak- 
teriophagen-DNA wie folgt eingesetzt. G6PDH xA wird mit Proben inkubiert. Bei 
den Proben handelt es sich um gereinigte DNA, die zuvor thermisch d.enaturiert 

* 

■ 

worden sind und somit als Einzelstrang-DNA vorliegen. Die Inkubation erfolgt. in 5 
bis 500 mM Tris-HCI pH 6,5 bis 10, 5 bis 500 mM NaCI insbesondere jedoch in 
etwa 50 mM Tris-HCI, pH 9, 50 mM NaCI: Die Temperatur liegt zwischen 4 und 80 
°C, insbesondere jedoch zwischen 30 und 60 °C und bevorzugt bei etwa 50 °C. 
Nach einer Inkubation von 0,5 bis. 60 Minuten, insbesondere jedoch zwischen 2 
und 10 Minuten, bevorzugt etwa 5 Minuten, wird die Nachweisreaktion durch Zu- 

* 

gabe von Magnesiumchlorid, Glucose-6-Phosphat und ft-NADP nach Bergmeyer 
(Bergmeyer 1965) gestartet. Die Reaktion wird bei einer Temperatur zwischen 4 
und 50 °C, insbesondere jedoch zwischen 10 und 40 °C und bevorzugt. bei etwa 

> * 

* 

; 
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37 °C durchgefuhrt. Der Nachweis erfolgt wie im 1. Ausfuhrungsbeispiel beschrie- 
ben. 

In Gegenwart von Bakteriophagen-DNA ist der Umsatz in Abhangigkeit der Menge 

♦ 

von Bakteriophagen-DNA proportional erhoht. Durch dieBindung der nicht kova- 
lent gebundenen Sondenkomponente an die Bakteriophagen-DNA, wird den Sub- 
straten nun derZugang zum katalytischen Zentrum ermOglicht. Die Wahl der Se- 
quenz und der Versuchsbedingungen verhindert eine signifikante Reassoziation 
der Sondenkomponenten sowie die Hybridisierung der kovalent gebundenen 
Sonde an Bakteriophagen-DNA, die einen negativen Einfluss auf die Enyzmakti- 
vitat haben kann. 

* • - t 

8. Ausfuhrungsbeispiel 

• * 

* * * 

Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) wird mit einem Oligonukleotid der 
Sequenz 5'-gtatctagctatgttgatggtg-3' konjugiert. Die Kopplung des S^SH modifi- 
zierten Oligonukleotides erfolgt mittels eines wasserloslichen Vernetzers, der min- 
destens eine der oben beschriebenen Selektivkomponente wie Ethidiumbromid- 
homodimer-1 tragt. . 

Ein entsprechender Schalter [G6PDH x Selektivkomponente x >iSonde] wird dann 
zum Nachweis der Bakteriophagen-DNA wie folgt eingesetzt. Der molekulare 
Schalter wird mit Proben inkubiert. Bei den Proben handelt es sich urn gereinigte 
DNA, die zuvor thermisch denaturiert wird und somit als Einzelstrang-DNA vor- 
liegt. Die Inkubation erfolgt in 5 bis 500 mM Tris-HCI pH 6,5 bis 10, 5 bis 500 mM 
NaCI insbesondere jedoch in etwa 50 mM Tris-HCI pH 9, 50 mM NaCI. Die Tem- 
peratur liegt zwischen 4 und 70 °C insbesondere jedoch zwischen 30 und 55 °C 
und bevorzugt bei etwa 35 °C. Nach einer Inkubation von 0,5 bis 60 Minuten ins- 
besondere jedoch zwischen 2 und 10 Minuten bevorzugt etwa 5 Minuten, wird die 
Nachweisreaktion durch Zugabe von Magnesiumchlorid, Glucose-6-Phosphat und 
B-NADP nach Bergmeyer (Bergmeyer 1965) gestartet Der Nachweis erfolgt 

- 

spektrophotometrisch in einer Quarzkuvette mit Hilfe eines Spektrophotometers 
bei einer Wellenlange von etwa 340 nm. Die Veranderung der Absorption wird 
uber eine bestimmtes Zeitintervall gemessen und so der Umsatz bzw. die Reak- 
tionsgeschwindigkeit bestimmt. In Gegenwart vpn Bakteriophagen-DNA wird der 

■ 

4 

-53- 



WO 2005/073403 



PCT/EP2005/000906 



Umsatz in Abhangigkeit der Menge von Bakteriophagen-DNA proportional redu- 
ziert. 



Bei der Bindung von Bakteriophagen-DNA an die Sonde kommt es aufgrund der 
Gegenwart der Selektivkomponente zu einer dramatischen, unerwarteten Konfor- 

mationsanclerung. Diese Konformationsanderung versperrt den Substraten den 

. .* 

Zugang zum katalytischen Zentrum in einer unerwarteten, extrem effizienten Wei- 

se. Der Grund hierfur ist die Affinitat der Selektivkomponente zu doppelstrangiger 

DNA. Die Bindung der Selektivkomponente an die doppelstrangige DNA fuhrt zu 

einer Konformationsanderung der Sonde relativ zur katalytischen Komponente, 
* ■ . . • . . . 

die den Zugang zum aktiven Zentrum effizient versperrt. 



Naturlich kQnnen. auch wie oben erwahnt Systeme eingesetzt werden, bei denen 
die Selektivkomponente eine hohere Affinitat zu nicht-hybridisierten Nukleinsau- 
ren, beispielsweise einzelstrangige DNA, aufweist. Hier andern sich die Bindungs- 
vorgange, Konformationsanderungen und Aktivitaten der molekularen Schalter in 
entsprechender Weise in Abwesenheit oder Gegenwart eines Analyten. Selbst- 
verstandlich sind die Selektivkomponenten mit den in MA 1250 beschriebenen . 
Ausfuhrungsbeispielen kombinierbar. 
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Pafentanspruche 

* * 

* 

1 . Analytisches Testsystem umfassend einen molekularen Schalter, der eine 
Sonde .und eine katalytische Komponente aufweist. 

• > 

2. System nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Sonde mit der 
katalytischen Komponente direkt oder uber eine Kopplungskomponente 
konjugiert ist 

3. System nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass durch den 
Kontakt eines zu bestimmenden Analyten mit der Sonde die katalytische 
Aktivitat des molekularen Schalters verandert wird. 

- * *.. 

4. System nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Anderung der katalytischen Aktivitat des mole- 
kularen Schalters auf einer durch den Analyten hervorgerufenen Kohforma- 
tionsanderung der Sonde beruht. 

* 

♦ 

5. System nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass als Sonde oder als deren Bestandteil eine Nukleinsaure 
oder ein Nukleinsaurederivat verwendet wird. 

6. System nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, dadurch ge- 

■ * 

kennzeichnet, dass als Sonde oder als deren Bestandteil eine Ribonuk- 
leinsaure, eine Desoxyribonukleinsaure, eine Peptide Nucleic Acid oder ei- 
ne Locked Nucleic Acid verwendet wird. 

7. System nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die als Sonde oder Sondenbestandteil verwendete Nuk- 
leinsaure oder das Nukleinsaurederivat jn hybridisierter Form vorliegt. 
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8. System nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass als Sonde oder Sondenbestandteil ein Oligonukleotid 
verwendet wird. 

9. System nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das als Sonde oder Sondenbestandteil verwendete Oli- 

; A 

gonukleotid eine intramolekulare Hybridisierung aufweist. 

10. System nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 9, dadurch ge- 

. kennzeichnet, dass als katalytische Komponente oder als deren Bestandteil 
ein Enzym, ein Antikorper, eine kataiytisch aktive Nukleinsaure oder ein 
kataiytisch aktives Nukleinsaurederivat verwendet wird. 

• - ... 

* * * * 

11. System nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass als katalytische Komponente oder als deren Bestandteil 
eine kataiytisch aktive Ribonukleinsaure, Desoxyribonukleinsaure, Peptide 
Nucleic Acid oder Locked Nucleic Acid verwendet wird. 

1 2. System nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass als katalytische Komponente oder als deren Bestandteil 
ein Enzym verwendet wird. 

13. Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer Probe, wobei ein analyti- 
sches Testsystem oder ein molekularer Schalter gemafi einem oder mehre- 
ren der Anspruche 1 bis 12 verwendet wird. 

* 

14. Verwendung eines molekularen Schalters gemaft einem oder mehreren der 

* » 

Anspruche 1 bis 12 zur Bestimmung eines Analyten in einer Probe. 

* 

« 

15. Verwendung eines analytischen Testsystems gemafl einem oder mehreren 
der Anspruche 1 bis 12 zur Bestimmung eines Analyten in einer Probe. 
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16. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dass es 
sich bei dem Analyten um eine Nukleinsaure oder ein Nukleinsaurederivat 
handelt. 

* • 

■ 

1 7. Molekularer Schalter gemaR einem oder mehreren der AnsprUche 1 bis 1 2. 
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